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Zur Kenntnis des Plasmalogens. 
I. Mitteilung. 


Eigenschaften des Plasmalogens, Darstellung und Natur 
des Plasmals. 
Von 
R. Feulgen, K. Imhiiuser und M. Behrens. 


Mit 1 Figur im Text. 


‘Aus der Chemischen Abteilung des Physiologischen Instituts der Universitat GieBen.) 
| 


(Der Redaktion zugegangen am 27. August 1928.) 


Feulgen und Voit?) hatten, weit verbreitet in tierischen 
Geweben (von den Protisten durch das ganze Tierreich hin- 
durch bis zum Menschen”), eine Substanz von Lipoidcharakter 
nachgewiesen, die Plasmal genannt wurde, eine Aldehydgruppe 
besitzt und infolgedessen eine intensive Reaktion mit fuchsin- 
schwefliger Siure gibt. Die Aldehydgruppe kommt aber in 
genuinen Geweben nicht frei vor, sondern wahrscheinlich an 
eine noch unbekannte Komponente gekoppelt. Diese Vor- 
stufe des Plasmals wurde Plasmalogen genannt. Schon 
durch eine sehr milde Saurewirkung wird aus Plasmalogen 
Plasmal abgespalten, und die Geschwindigkeit dieses Prozesses 
ist abhingig von p,,, Temperatur und Zeit.’) In Gegenwart 
von n/10-HCl hat Plasmalogen bei 37° innerhalb von 3 Stunden 
alles Plasmal abgespalten. Auch Sublimat ist imstande, aus 
Plasmalogen Plasmal abzuspalten und zwar augenblicklich. 
Dieses charakteristische Verhalten wurde zum Nachweis des 


1) Pfliigers Arch. Bd. 206, S. 389 (1924). 
2) K. Imhauser, Biochem. Zs. Bd, 186, S. 360 (1927). 
3) K. Voit, Zs. Biol. Bd. 83, S. 223 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX, 11 
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Plasmalogens in der ,,Plasmalreaktion“ mitbenutzt, die zum 
mikro- und histochemischen Nachweis des Plasmalogens dient.?) 


Nachtriiglich fanden wir in der Literatur eine kurze Notiz von 
Stoeltzner’), die hier von Iuteresse ist. Stoeltzner legte ,,Proben 
verschiedener Gewebe“ in fuchsinschweflige Siure und beobachtete, daB 
sich die quergestreiften Muskeln ,,tief rotviolett’ firbten. Nach unseren 
Erfahrungen mit der fuchsinschwefligen Siiure als histochemischem 
Reagens kommt eine solche Firbung in folgender Weise zustande: Legt 
man ein Gewebe in fuchsinschweflige Siiure, so dringt diese nur all- 
mihlich ein und auf ihrem Wege sinkt die Aciditét wegen der siiure- 
bindenden Wirkung der stark gepufferten Gewebe. Infolgedessen zer- 
setzt sich die fuchsinschweflige Siiure, die nur bei stark saurer Reaktion 
bestiindig ist, unter Rotfiirbung und erteilt dem Gewebe eine rote Farbe. 
Lift man nun das Gewebe liingere Zeit in dem Reagens liegen, dann 
verschwindet diese Rotfiirbung wieder, weil die nachdringende iiber- 
schiissige schweflige Siure des Reagenses sich mit dem roten Farbstoff 
wieder zur farblosen fuchsinschwefligen Siure verbindet. Dafiir kommt 
aber dann der Farbstoff heraus, der aus eventuell vorhandenem Plasmal 
(das durch die Aciditiit des Reagenses aus Plasmalogen entstanden war) 
und der fuchsinschwefligen Siure auf Grund einer Aldehydreaktion 
zustande kommt. Dieser Farbstoff ist ausgesprochen blaustichig. 

Die Bemerkung Stoeltzners, daB neben Aldehyden auch Ketone 
mit fuchsinschwefliger Siure reagierten, findet man hiufig in der Lite- 
ratur. Versetzt man fuchsinschweflige Siure mit wenig Aceton, dann 
entsteht keine Fiarbung. Setzt man nun allmihlich mehr hinzu, so ent- 
steht von einer verhiiltnismaiBig hoch liegenden Schwelle ab plétzlich 
eine iuBerst intensive Rotfirbung, nimlich in dem Augenblick, wo alle 
iiberschiissige schweflige Siiure vom Aceton gebunden ist. Dann zer- 
setzen weitere Mengen Aceton das Reagens unter Rotfirbung. Diese 
,,Pseudoreaktion“ hat natiirlich nichts mit der Reaktion zu tun, fiir die 
das Reagens eigentlich bestimmt ist, niimlich der Aldehydreaktion, bei 
der aus dem Reagens und dem Aldehyd ein neuer Farbstoff sich bildet. 
Die Pseudoreaktion mit Aceton ist nur ein Spezialfall einer Gruppe von 
Zersetzungsreaktionen der fuchsinschwefligen Siure, die immer dann 
eintreten, wenn SO,-bindende Stoffe iiber ein gewisses, von der Aciditit 
des Reagenses abhiingiges MaB hinaus vorhanden sind, wie Basen, Salze 
schwacher Siuren (z. B. Natriumecarbonat, Natriumacetat), Ba-lIonen, 
Aceton usw., auch die oben erwiihnte Pseudoreaktion von Geweben mit 
fuchsinschwefliger Siure gehért hierher, desgl. die starke Rotfirbung, 
die Serum zeigt, wenn es mit wenig fuchsinschwefliger Siure versetzt 


') Bisher erschienene Literatur s. bei R. Feulgen u. M. Behrens, 
Diese Zs. Bd. 177, S. 221 (1928). 
*) W. Stoeltzner, Biochem. Zs. Bd. 142, S. 380 (1923). 
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wird. Die entstehende Farbe ist in allen diesen Fillen ausgesprochen 
rotstichig. 


Eigenschaften des Plasmalogens. 


Extrahiert man ein vorher mit Wasser erschépftes plasma- 
logenhaltiges Gewebe mit Alkohol und verdampft diesen, dann 
bleibt eine im wesentlichen aus Phosphatiden bestehende EKmul- 
sion zuriick, die sehr plasmalogenreich ist. Richtet man es 
so ein, daB aus 10 Kilo Fleich 1 Liter wiBriger Emulsion 
(Stammemulsion) entsteht, dann ist die ,,Plasmalreaktion“ in 
der Emulsion so stark, daB man sie mindestens auf das 100 fache 
verdiinnen mu. Nach Art der Darstellung und Eigenschaften 
der Stammemulsion besteht sie vorwiegend aus Phosphatiden 
und es war zu untersuchen, wie sich das Plasmalogen bei der 
Aufarbeitung der Emulsion nach den Regeln der Phosphatid- 
chemie verhalten werde. Unsere Hoffnung, da sich durch 
Fallen mit Aceton und Cadmiumchlorid eine Trennung des 
Plasmalogens von den Phosphatiden erméglichen lasse, hat sich 
nicht erfillt. Im Gegenteil, stets geht das Plasmalogen in die 
Phosphatidniederschlage hinein. 

Die histochemische Beobachtung K. Imhiusers'), wonach 
das Plasmalogen in den Geweben da besonders reichlich vor- 
handen ist, wo auch andere Lipoide, insbesondere Phosphatide, 
vorkommen (weiBe Substanz des Gehirns, Nerven, Rinde der 
Nebenniere) im Verein mit der genannten Beobachtung, brachte 
uns auf den Verdacht, daB das, was wir ,,Plasmalogen“ nannten, 
vielleicht in einer sehr engen Beziehung zu den Phosphatiden 
stiinde, ja daB Phosphatide vielleicht selbst die Muttersubstanz 
fir das Plasmal sei. Bestirkt wurden wir in dem Verdacht, 
als wir beobachteten, daB ein Phosphatidgemisch aus Pferde- 
fleisch bei colorimetrischem Vergleich mit der Plasmalreaktion 
denselben Gehalt an Plasmal aufwies wie ein Phosphatid- 
gemisch aus Rinderhirn. 

Unser Verdacht konnte aber nicht aufrecht erhalten werden, 
einmal weil wir in der gut begriindeten Konstitution der Phos- 
phatide keinerlei Erklirung fiir die Plasmalreaktion finden 








1) Biochem. Zs. Bd. 186, S. 365 (1927). 
11” 
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konnten, und auch der Versuch zeigte, daB keine der Kompo- 
nenten der Phosphatide die Plasmalreaktion gab, dann aber 
vor allem, weil wir in dem aus Eigelb dargestellten Leci- 
thin ein Phosphatid haben, das — bei gleicher Herstellung 
wie aus Fleisch und Gehirn — nur eine sehr geringe Plasmal- 
reaktion gab, deren Intensitiit nach einer groben Schitzung in 
1°/,,iger Emulsion nur den zwanzigsten Teil von der bei Gehirn- 
phosphatiden beobachteten betrug. Diese Beobachtung spricht 
dafiir, daB das konstante Verhiltnis Plasmalogen : Phosphatiden, 
wie es im Gehirn und Pferdefieisch beobachtet wurde, kaum 
auf engere chemische Beziehungen hindeutet und daf das 
Plasmalogen den Phosphatiden nur beigemengt ist. 

Die Beobachtung, daB Phosphatide aus Gehirn und aus 
Pferdefleisch einen gleichen Gehalt an Plasmalogen aufweisen, 
gibt uns einen Fingerzeig fir das geeignetste Ausgangsmaterial 
zur Darstellung unserer Koérper. Aus Rinderhirn lassen sich 
ungefihr 10mal soviel Phosphatide darstellen als aus Pferde- 
fleisch, so daB wegen des geringeren Verbrauches an Lésungs- 
mitteln und des handlicheren Arbeitens mit kleineren Mengen 
das Gehirn trotz seines héheren Preises das vorteilhaftere Aus- 
gangsmaterial fiir die Darstellung von Plasmal und Plasma- 
logen ist. Alle in dieser Arbeit mitgeteilten Versuche beziehen 
sich aber noch auf Priaparate, die aus Pferdefleisch dargestellt 
worden waren. 

Die Tatsache, daB beim Fallen von Phosphatiden mit 
Aceton aus iitherischer oder mit Cadmiumchlorid aus alkoholi- 
scher Lésung unsere Korper stets in die Phosphatidnieder- 
schlige hineingehen, gilt nur fiir das Plasmalogen, nicht aber 
fiir das Plasmal. Behandelt man eine plasmalogenreiche Phos- 
phatidemulsion mit schwachen Sauren, oder auch mit HgCl,, 
und fallt mit Aceton, dann bleibt nunmebhr alles freigewordene 
Plasmal im Aceton und kann so von den Phosphatiden bzw. 
ihren Bruchstiicken abgetrennt werden. 

Als sich eine Trennung des Plasmalogens von den be- 
gleitenden Phosphatiden als unméglich erwiesen hatte, versuchten 
wir die Phosphatide zu verseifen in der Hoffnung, ihre Bruch- 
stiicke leichter entfernen zu kiénnen. Bei diesen Versuchen 
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zeigte sich, daB selbst nach 5stiindigem Kochen der plasma- 
logenreichen Phosphatide mit 5°/,iger NaOH die ,,Plasmal- 
reaktion“ fast ebenso stark ausfiel wie vorher. Unter ,,Plas- 
malreaktion“ verstehen wir aber nicht einfach die T'atsache 
einer Reaktion mit fuchsinschwefliger Saiure, sondern diese in 
Verbindung mit dem Umstand, daB ohne Sublimat die Reak- 
tion erst nach laingerer Zeit erfolgt (weil durch die Aciditiit 
des Reagenses erst Plasmal freigemacht werden muf) in Gegen- 
wart von Sublimat oder nach Vorbehandlung damit aber so- 
fort (weil Sublimat aus Plasmalogen augenblicklich Plasmal 
frei macht), Diese bei paralleler Anstellung der beiden Proben 
aiuBerst charakteristische Zeitverschiebung im Auftreten der 
Farbe deutet also das Vorhandensein einer sehr charakteristi- 
schen, weil durch Sublimat augenblicklich lésbaren Bindung 
an, und diese Bindung iiberdauert 5stiindiges Kochen mit 
5°/,iger Natronlauge, wahrend sie schon gegeniiber sehr 
schwachen Siuren fuBerst empfindlich ist. Es scheint, dab 
der ,,Plasmalogenkomplex“, der die Alkaliwirkung iiberdauert 
hat, nicht identisch mit dem genuinen Plasmalogen ist; denn 
das Plasmalogen hat keinen ausgesprochen sauren Charakter. 
Macht man eine plasmalogenreiche Phosphatidemulsion mit 
Natronlauge alkalisch und ithert aus, dann geht alles Plasma- 
logen (mit Phosphatiden) in den Ather hinein. Nach der Ver- 
seifung hért dies aber auf. Der Plasmalogenkomplex verhilt 
sich jetzt wie eine Saiure, deren Na-Salz in Ather unldslich 
ist. Allerdings muB man damit rechnen, daB in Gesellschaft 
von Phosphatiden Stoffe itherléslich erscheinen kénnen, die 
an sich in Ather unldslich sind. Zurzeit werden Versuche unter- 
nommen, den Plasmalogenkomplex von den Fettsauren zu trennen. 
Die Schwierigkeiten hierbei haben wir noch nicht iiberwunden. 

Dagegen gelingt es leicht, das Plasmal aus den Seifen 
zu isolieren, wenn man es durch Sublimat oder Siuren frei- 
gemacht hat. 

Extrahiert man die Seifenlésung mit Ather, so geht kein 
Plasmalogen in den Ather hinein. (Negativer Ausfall der 
,Hiltrierpapierprobe.“1) Siuert man die Seifen aber an und 


) R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. Bd. 206, S. 404 (1924). 
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schiittelt dann mit Ather aus, so geht (neben Fettsiiuren) das 
frei gewordene Plasmal in den Ather hinein. Dasselbe ge- 
schieht, wenn die Seifen mit Sublimat gefallt worden waren. 
Kine solche &therische Lésung enthilt Plasmal und kein 
Plasmalogen, und eine ,,Filtrierpapierprobe“ mit fuchsin- 
schwefliger Saure fallt gleich schnell aus, gleichgiiltig, ob mit 
oder ohne Sublimatvorbehandlung. Hat man die Seifen bei 
saurer Reaktion mit Ather ausgeschiittelt, so geht das Plasmal 
mit den Fettsiuren in den Ather hinein, letztere kénnen dem 
Ather durch Ausschiitteln mit verdiinnten Laugen entzogen 
werden, wobei das Plasmal im Ather bleibt. 

DaB die im Plasmal eigentiimlichen Gruppen Aldehydgruppen sind, 
wurde schon von Feulgen und Voit aus ihren ersten histochemischen 
Versuchen geschlossen. Wenn man einen Gefrierschnitt, in dem das 
Plasmal durch Vorbehandlung mit Sublimat frei gemacht worden war 
(nur dann!), nunmehr mit Phenylhydrazin, Natriumbisulfit usw. behandelt, 
dann ruft die fuchsinschweflige Siiure keine Reaktion mehr hervor, und 
erst eine Einwirkung von sehr langer Dauer li8t eine Farbstoff bildung 
zustande kommen, weil allmihlich durch die Aciditaét der fuchsinschwef- 
ligen Siure die gebildeten Kupplungsprodukte wieder gespalten werden. 
Diese Anschauung hat sich bestiitigt; denn das rein dargestellte Thio- 
semicarbazon des Plasmals und auch das synthetisch hergestellte Pro- 
dukt (s. u.) zeigen dieselbe Eigentiimlichkeit. 

Kin weiterer Beweis fiir die Aldehydgruppe ist die auBer- 
ordentlich starke reduzierende Wirkung des freien Plasmals. 
Versetzt man eine ammoniakalische Silberlésung mit einer 
kleinen Menge einer alkoholischen Lésung von Plasmal, so 
entsteht im ersten Augenblick eine weife Fallung von ab- 
geschiedenem Plasmal, die sich aber fast sofort tief schwarz 
firbt. Da nun im Plasmalogen eine freie Aldehydgruppe nicht 
vorliegt, so war zu erwarten, dab dieser Kérper nicht die 
starke reduzierende Wirkung des freien Plasmals zeigt. In- 
dessen ist, wie oben gezeigt, das Plasmalogen bisher nur in 
Gesellschaft von Phosphatiden erhalten worden. Phosphatide 
wirken aber selbst reduzierend auf ammoniakalische Silber- 
lésung, indessen viel schwicher und es lift sich die Reaktion 
leicht so abténen, daB die plasmalogenhaltigen Phosphatide 
keine Wirkung auf ammoniakalische Silberlésung ausiiben, 


wiihrend in einem Parallelversuch dasselbe Praparat, vorher 
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mit Sublimat behandelt, sehr stark reduziert. Dieser Versuch 
zeigt wieder so recht die plasmalfreimachende Wirkung des 
Sublimats.*) 


Uber das Plasmal und seine Zugehdérigkeit. 


Wihrend es uns bisher noch nicht gelungen ist, das Plas- 
malogen rein darzustellen, war uns dies beim Plasmal verhiltnis- 
miBig schnell gegliickt. Zu seiner Darstellung kann man ver- 
schiedene Wege einschlagen: 

1. Schon Feulgen und Voit hatten beobachtet, daB bei 
einer Wasserdampidestillation einer plasmalogenhaltigen 
Phosphatidemulsion nichts auffalliges erfolgt, daB aber nach 
Zusatz von Sublimat oder Saiure sofort im Kihler eine lipoide 
Substanz sich abscheidet, die jene starke blaustichige Reaktion 
mit fuchsinschwefliger Saure gibt, wihrend dieselbe Reaktion 
im Siedekolben mit fortschreitender Destillation immer schwacher 
wird. Das Plasmal wurde dann mit Thiosemicarbazid gekuppelt 
und das Thiosemicarbazon gereinigt. Thiosemicarbazone, die 
durch C. Neuberg?’) in die Biochemie eingefiihrt worden sind, 
haben sich in der Chemie des Plasmals hervorragend bewihrt, 
weil sie in kaltem Alkohol schwer léslich sind, gut krystalli- 
sieren und gegebenenfalls sogar aus alkoholischer Lésung mit 
Schwermetallsalzen ausgefallt werden kénnen. 

2. Man stellt sich plasmalogenhaltige Phosphatide her 
und reinigt sie durch Fallen mit Aceton aus Atherischer 
Lésung von acetonléslichen Stoffen, wobei die Hauptmenge 
des Plasmalogens in den Phosphatidniederschlag hineingeht. 
Dann macht man in den Phosphatiden das Plasmal entweder 
durch ganz milde Saiurewirkung oder aber durch Sublimat frei 
und fallt wieder mit Aceton: das freigewordene Plasmal be- 





1) In ihrer ersten VerOffentlichung diskutierten Feulgen und Voit 
die Wirkungsweise des Sublimats, u. a. auch die Méglichkeit einer 
katalytischen Wirkung. Dort (S. 405) findet sich der Satz: ,,da aber 
unseres Wissens eine Spaltung durch Sublimat oder iiberhaupt durch 
Metallsalze als Katalysatoren noch nicht beobachtet worden ist, so mub 
diese Erklarung vorliufig ausscheiden“. Hinter dem Worte ,,Spaltung’ 
fehlt ,,von Aldehydverbindungen“. 

*) Chem. Ber. Bd. 33, S. 3318 (1900). 
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findet sich jetzt in der Mutterlauge. Diese Methode ist von 
M. Behrens genauer ausgearbeitet worden und fiihrt, wie in 
einer besonderen Abhandlung dargelegt werden wird, zu genau 
demselben Kérper wie die Destillationsmethode, auch dann, 
wenn zum Freimachen des Plasmals nicht das immerhin un- 
iibersichtlich wirkende Sublimat, sondern eine ganz milde 
Siurewirkung benutzt wird. Diese Methode ist itiberhaupt die 
indifferenteste, die man sich denken kann. 

3. Die plasmalogenhaltigen Phosphatide werden verseift, 
die Seifenlésung zur Reinigung von itherléslichen Stoffen aus- 
geiithert und dann mit Siuren versetzt, wobei neben Fett- 
siuren freies Plasmal entsteht, die sich beide mit Ather aus- 
schiitteln lassen. Die Fettsiiuren kann man dem Ather wieder 
mit verdiinnter Lauge entziehen, wobei das Plasmal in Lésung 
bleibt. 

Mit der Destillationsmethode haben wir zuerst reine 
Praiparate erhalten, sie ist indessen sehr umstandlich, weil die 
Fliichtigkeit des Plasmals mit Wasserdimpfen nur gering ist. 
Man kann ohne KinbuBbe an Ausbeute nicht mehr als etwa 
50 ccm Stammemulsion in entsprechender Verdiinnung auf 
einmal destillieren und dies dauert schon etwa 4 Stunden, so 
daB man die Destillation in einer CO,-Atmosphire vornehmen 
muB. Rechnet man pro T'ag zwei solcher Destillationen, dann 
sind erst in 10 Tagen 1 Liter ,Stammemulsion“ entsprechend 
10 Kilo Pferdefleisch destilliert. Bei Nebeneinanderarbeiten 
mit mehreren Destillationseinrichtungen liBt sich die Zeit zwar 
entsprechend abkiirzen, doch bleibt die Methode umstindlich, 
und wird spiter durch eine einfachere ersetzt werden. 

Bei der Destillation scheidet sich das ,,Rohplasmal* als 
hiutige Masse im Kiihler aus, setzt sich teils an der Kiihler- 
wand fest, teils flieBt es mit dem Wasser ab. Da groBe 
Wassermengen entstehen, haben wir am Ende des Kiihlers 
eine kontinuierlich wirkende Filtriervorrichtung angebracht, 
welche das Abfangen des Plasmals unter Luftabschlu8 auto- 
matisch besorgt. 

Der bei etwa 25° schmelzende Koérper wurde dann in 
Alkohol gelést, mit Thiosemicarbazid gekuppelt und das iiber- 
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schiissige Thiosemicarbazid durch Fiillen mit Wasser entfernt. 
Die so gewonnene Substanz war nicht einheitlich, denn sie 
lieB sich in eine in Alkohol und Ather leichtlésliche und eine 
darin schwerlésliche Fraktion zerlegen. Durch Fillung der 
Thiosemicarbazone aus beiden Fraktionen mit alkoholischem 
Silbernitrat und Zersetzen mit H,S wurden Verunreinigungen 
entfernt, und nun zeigte sich, daB sowohl das in organischen 
Lésungsmitteln leichtlésliche als auch das schwerlisliche Thio- 
semicarbazon annihernd die gleiche Reaktionsstiirke mit 
fuchsinschwefliger Siure geben, so daB wir auch in der leicht- 
léslichen Fraktion Thiosemicarbazone von Aldehyden ver- 
muten, obgleich wir sie noch nicht krystallinisch dargestellt 
haben. So erklirt sich auch die Beobachtung, daB das noch 
nicht getrennte Rohprodukt bei genauem_ kolorimetrischen 
Vergleich fast die gleiche Farbstiirke mit fuchsinschwefliger 
Siure gibt, wie der 15mal umkrystallisierte reine schwerlés- 
liche K6rper, obgleich bereits beim ersten Umkrystallisieren 
ein Verlust von tast 50°/, durch die Abtrennung des Leicht- 
léslichen entsteht. Diese leichtléslichen Stoffe sind eben auch 
Thiosemicarbazone von Aldehyden, welche eine Reaktion mit 
fuchsinschwefliger Saure geben. 

Der in Alkohol schwerlésliche Kérper wurde mehrmals 
aus Alkohol, dann einige Male aus Xylol umkrystallisiert. Wir 
erhielten so 1—2¢ aus 10 kilo Pferdefleisch. Er wies dann 
einen Schmelzpunkt von 107—107,5° auf, der sich auch nach 
15maligem Umkrystallisieren aus Alkohol nicht mehr inderte. 
Der Schmelzpunkt war jedoch nicht scharf, die Substanz 
sinterte und erweichte bei etwa 105°, schmolz bei 106° zu 
einer triiben Fliissigkeit, die sich bei 107—107,5° klirte. Aus 
diesem Verhalten schlossen wir, daB auch dieser Korper, trotz- 
dem er 15mal umkrystallisiert war, noch nicht einheitlich war. 

Die mehrfach ausgefiihrten Analysen zeigten zuniichst, 
daB der Stoff sauerstoffrei war. Im freien Plasmal kommt 
also nur der Carbonylsauerstoff vor. Die Analysenzahlen 
stimmten auf das Thiosemicarbazon eines Aldehyds einer 
héheren Fettsaure, und zwar liegen die Werte zwischen 
denen des Stearinaldehydthiosemicarbazons und denen des 
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entsprechenden Palmitinkérpers. Wir hatten demnach zuerst 
die Méglichkeit zu untersuchen, ob diese beiden Stoffe im 
Plasmal vorhanden sind. Bei dem grofen Molekulargewicht 
dieser Kérper und ihrem geringen Unterschiede liegen die 
Analysenzahlen nahe beieinander und gestatten keine weitere 
Auswertung. 

Der Stearinaldehyd war trotz mehrfacher Versuche noch 
nicht rein dargestellt worden. Deshalb haben Feulgen und 
Behrens!) vor kurzem diesen Kérper genauer untersucht. 

Schon bei der Darstellung der Thiosemicarbazone des 
Stearinaldehyds und Palmitinaldehyds fiel uns die groBe Ahn- 
lichkeit mit dem Plasmalthiosemicarbazon auf, da es sich bei 
letzterem aber vermutlich noch um ein noch nicht getrenntes 
und wahrscheinlich nicht trennbares Gemisch handelt, so 
muBten mehrere unabhingige Vergleiche zur Identifizierung 
benutzt werden. 


Das Stearinaldebydthiosemicarbazon schmilzt bei 111°, der ent- 
sprechende Palmitinkérper bei 109°. Wir haben zuniichst Gemische 
dieser beiden K6rper in verschiedenem Verhiltnis dargestellt, um die 
dazugehérigen Schmelzpunktsdepressionen kennen zu lernen und erhielten 
folgende Werte, wobei als Schmelzpunkte diejenigen Temperaturen ge- 
rechnet wurden, bei der sich die anfinglich triibe Schmelze eben ganz 


geklirt hatte. 











St: P FP St: P FP 

100: 0 |  111,0° 46: 60 | 97,4° 
90:10 | 109,49 30: 70 | 102,0° 
80:20 |  107,4° 20: 80 | 105,0° 
70: 30 | 105,0° 10: 90 | 107,0° 
60:40 |  103,0° 0:100 | 109,0° 
50:50 | 98,4° | 


Diesen Werten entspricht die Kurve auf 8.171. Man sieht, dab 
zwei Gemische den gleichen FP von 107° aufweisen wie das Plasmal- 
thiosemicarbazon, niimlich das Gemisch St:P = 77:23 und St:P 
= 10:90. 

Die Lokalisation auf der Kurve gelang durch zwei ganz 
verschiedene und voneinander unabhingige Methoden. 


1) Diese Zs. Bd. 177, S. 221 (1928). 
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1. Das natiirliche Plasmalthiosemicarbazon gab mit dem 
Gemisch St:P = 77:23 eine Schmelzpunktsdepression aut 
unter 100°, mit dem Gemisch St: P = 10:90 aber keine. Dieses 
Gemisch konnte im Schmelzpunktsréhrchen am selben 
Thermometer in keiner Weise vom Plasmalthiosemi- 
carbazon unterschieden werden. Es schmolz unter den 
gleichen Erscheinungen und erstarrte ebenso. 











100, 90, 8 70, 60 50, 40, 20 2, 1, 0 
Jo to (20 (30 /¥0 150 160°/70° 160 lg0 /100 


Stearinaldehydthiosemicarbazon : Palmitinaldehydthiocarbazon. 


2. Trotz der nahen Verwandtschaft des Stearin- und 
Palmitinkérpers zeigen beide doch eine charakteristische Ver- 
schiedenheit gegeniiber fuchsinschwefliger Siure. Beide geben 
zwar damit eine intensive Reaktion, weil durch die Aciditit 
des Reagenses die Thiosemicarbazone aufgespalten werden; 
das Palmitinaldehydthiosemicarbazon reagiert aber mit fuchsin- 
schwefliger Siure viel schneller als der Stearinkérper, der nach 








fe 
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18 Stunden erst ein Drittel der Farbstirke liefert, wihrend 
beim Palmitinkérper in dieser Zeit bereits das Maximum er- 
reicht ist. Erst am zweiten Tage nihert sich die Farbstarke 
des Stearinkérpers der des Palmitinkérpers. 


Um die Farbintensititen, die sich bei der Reaktion von Thiosemi- 
carbazonen mit fuchsinschwefliger Siure ergeben, quantitativ miteinander 
vergleichen zu kénnen, mubte ein besonderes Verfahren ausgearbeitet 
werden, da Thiosemicarbazone in Wasser unléslich sind, und in organi- 
schen Lésungsmitteln sich eine Reaktion mit fuchsinschwefliger Siaure 
nicht anstellen lift. Wir bringen eine sehr geringe Menge (etwa 107° g) 
des Thiosemicarbazons in einem Serum als Schutzkolloid kolloidal in 
Lésung, indem wir zum Serum (2 cem) eine sehr geringe Menge (25 cmm) 
einer verdiinnten (2°/,,igen) Lésung des Thiosemicarbazons in Alkohol 
zusetzen. Das Serum bleibt dabei fiuBerlich unveriindert. Nach Ver- 
mischen mit fuchsinschwefliger Siiure entwickelt sich allmihlich der 
Farbstoff. Da auch im Hilfsserum Plasmal in Form von Plasmalogen 
vorkommt, so kompensieren wir mit einem Ansatz, bestehend aus Serum 
und fuchsinschwefliger Siiure, diesen Farbstoff in einem Kompensations- 
colorimeter. AuBerdem nehmen wir als Hilfsserum Hammelserum, das 
am wenigsten Plasmalogen enthilt*) und sorgen dafiir, daB der Zuwachs 
an Farbstoff, der aus den Thiosemicarbazonen sich entwickelt, etwa 
10mal so gro8 ist als die auf Grund des vorhandenen Plasmalogens ent- 
standene Farbstoffmenge. Die Technik ist im iibrigen die gleiche, wie 
sie von Feulgen und Imhéuser’) zur quantitativen Bestimmung des 
Plasmalogens im Serum entwickelt worden ist. 


Mit dieser Methodik wurde nun das zu identifizierende 
Plasmalthiosemicarbazon einmal mit dem Gemisch St: P = 77:23 
und dann mit dem Gemisch St: P = 10:90 verglichen mit 
dem Erfolg, daB das Gemisch St: P = 77:23 nach 18 Stunden 
iiber die Halfte hinter dem Plasmalthiosemicarbazon zuriickblieb, 
wihrend das Gemisch St: P = 10:90 sich in keiner Weise 
vom Plasmalthiosemicarbazon unterschied, weder in der Inten- 
sitit noch in der Nuance des Farbstofis. 

Auch die Krystallform des Plasmalthiosemicarbazons 
unterscheidet sich nicht von der des Gemisches St: P = 10:90. 
Wiahrend die reinen Komponenten dieses Gemisches prichtig 
krystallisieren, wird die Ausbildung der Krystalle schon durch 
die Beimengung von wenigen Prozenten des anderen Koérpers 


') K. Imhiiuser, Biochem. Zs. Bd. 186, S. 374 (1927). 
*) R. Feulgen u. K. Imhiiuser, Biochem. Zs. Bd. 181, 8. 30 (1927). 
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stark beeinflubt. Wir lieBen Plasmalthiosemicarbazon und ein 
Gemisch St: P = 10:90 bei geringer Konzentration aus warmem 
Xylol auskrystallisieren, brachten etwas vom Krystallisat auf 
einen Objekttriiger, lieBen das Lésungsmittel verdampfen und 
deckten mit Canadabalsam ein. In beiden Fillen war das Bild 
gleich charakteristisch: Sternférmig oder biischelig angeordnete 
gefiederte platte Nadeln. Herr Prof. Lehmann als Mineraloge 
hatte die Giite, die beiden Priiparate zu vergleichen. Nach 
seinem Bericht ist der Kindruck im mikroskopischen Bilde im 
wesentlichen der gleiche. Die Ausléschung bei beiden Priparaten 
ist schrig und betragt in beiden Fallen etwa 40°. Doch konnten 
genauere krystallographische Messungen nicht ausgefiihrt werden 
wegen der dichten Durchdringung der Einzelelemente. 

Der Habitus der Krystallaggregate ist sehr abhangig von 
der Geschwindigkeit des Auskrystallisierens und der Konzen- 
tration der Lésung. Aus konzentrierterer Lésung trat die 
stern- und biischelférmige Anordnung der Einzelelemente in 
den Hintergrund und die Plattchen lagen zu _prismatischen 
Gebilden dicht aufeinander, wie ein Stapel Papierblitter. Das 
Plasmalthiosemicarbazon wie der Vergleichskérper zeigten diese 
Higentiimlichkeit in genau der gleichen Weise. 

Aus Alkohol erhielten wir mikroskopische kugelige Aggre- 
gate, die ihre Zusammensetzung aus feinen Nadeln an ihrer 
Radiarstreifung erkennen lieBen. Auch hierbei verhielten sich 
beide Praparate gleich. 

Das Plasmathiosemicarbazon ist in Wasser ganz unldslich 
und stéBt das Wasser fettig ab. Es list sich in kaltem Alkohol 
schwer, aber etwas leichter (zu etwa 0,25°/,) als die reinen 
Komponenten. Auch in anderen organischen Lésungsmitteln 
ist es in der Kalte sehr schwer lislich. Dasselbe Verhalten 
zeigt das Vergleichsgemisch. 

Auf Grund dieser Vergleiche sind wir der Ansicht, da 
das ,,Plasmal‘' ein Gemenge hoherer Fettsiurealdehyde ist. 
Den Olsiurealdehyd haben wir noch nicht nachgewiesen, wir 
glauben, daB sein Thiosemicarbazon in der leicht ldslichen 
Fraktion der Thiosemicarbazone enthalten ist. Man muB also 
das ,,Plasmal“ jetzt als einen Sammelbegriff auffassen und 
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dasselbe gilt wahrscheinlich auch fiir das Plasmalogen; denn 
es ist sehr wahrscheinlich, daB es so viele Plasmalogene gibt 
als Aldehyde hoherer Fettsiuren gefunden werden. Unter 
»Plasmalogen* muB man sich also ein Gemisch verschiedener 
nahe verwandter Koérper vorstellen, ahnlich wie unter dem 
Begriff ,,Fett“*. In dieser Tatsache liegt aber zugleich eine 
sehr ernste Schwierigkeit fiir die Darstellung und Identifizie- 
rung des Plasmalogens. 

Wenn man bei der Wasserdampfdestillation das _ ,,Roh- 
plasmal“ iiberdestilliert, dann macht sich ein intensiver, wenig 
angenehmer, fader Geruch bemerkbar, der auch dem Rohplas- 
mal anhaftet. Oxydiert man das Rohplasmal mit ammoniaka- 
lischer Silberlésung, dann verschwindet der Geruch, desgleichen 
augenblicklich, wenn man zu der alkoholischen Lésung Thio- 
semicarbazid zusetzt. Da Stearin- und Palmitinaldehyd ge- 
ruchlos sind, so schlieBen wir auch daraus, daB noch andere 
Aldehyde vorkommen miissen. Dieser Geruch hat Ahnlichkeit 
mit dem faden Geruch des ausgelaugten, lange gekochten 
Fleisches. Bei langem Kochen von Fleisch werden geringe 
Mengen des vorhandenen Plasmalogens zersetzt und die ent- 
stehenden Aldehyde mit den Wasserdimpfen weggefiihrt. 

Vor einiger Zeit wurde von Feulgen und Imhauser’) 
eine Methode zur quantitativen Bestimmung des Plasmalogens 
bzw. Gesamtplasmals im Serum ausgearbeitet. Sie benutzten 
dazu als Standardsubstanz Plasmalthiosemicarbazon, 
dessen Bereitung nunmehr mitgeteilt wird. 


Beschreibung der Versuche. 


Die Herstellung der ,Stammemulsion“ ist bereits an 
anderer Stelle beschrieben worden.’) 


1. Aufteilung des Phosphatidgemisches. 


Die Stammemulsion wurde unter vermindertem Druck 
miglichst eingeengt, der Riickstand zur Entfernung der letzten 


') Vgl. S. 172, FuBnote 2. 
*) R. Feulgen u. K. Voit, Pfliigers Arch. Bd. 206, 5. 403 (1924). 
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Reste Wassers wiederholt mit absolutem Alkohol gelést und 
dieser wieder verdampft. Nach Lésen in reinem Ather und 
Abtrennen des Unléslichen an der Zentrifuge wurde mit Aceton 
gefallt und die Fillung mit Aceton aus itherischer Liésung 
mehrmals wiederholt. Um aus der Mutterlauge noch vorhan- 
denes in Aceton Unlésliches abzusondern, wurden die ver- 
einigten Mutterlaugen im Vakuum vollkommen verdampft, der 
Riickstand gut mit Aceton durchgeknetet, und das nunmehr 
sich noch als in Aceton unldslich sich erweisende, durch mehr- 
maliges Umfallen mit Aceton aus atherischer Lésung gereinigt. 
Die Mutterlaugen und der Acetonauszug wurden nunmehr zur 
Trockne gebracht und so zwei Fraktionen, eine acetonlésliche 
und eine acetonunlésliche erhalten. Um zu entscheiden, in 
welcher von den beiden Fraktionen das Plasmalogen vorwiegend 
steckt, wurden die Fraktionen mit gleicher Konzentration (1°/,) 
in Ather gelést und zwei schmale Filtrierpapierstreifen etwa 
2 cm tief mit den Lésungen getrinkt. Nach dem Verdampfen 
des Athers wurden erst beide Streifen auf etwa 1 Minute in 
eine saure Sublimatlésung (0,3 n-HCl, welche 1°/, H.Cl, ent- 
halt) hineingetaucht und dann nach dem Auswaschen mit Wasser 
gleichzeitig in eine Kiivette mit fuchsinschwefliger Saure hinein- 
gebracht: der mit dem Acetonunléslichen getriinkte Streifen 
farbte sich sofort blauviolett, der andere kaum und erst nach 
langerer Zeit. Da das Acetonlésliche zudem nur etwa 20°/, 
der Gesamtmenge ausmachte, so kann man sagen, dab der 
iiberwiegende Teil des Plasmalogens im Acetonunldslichen 
(Phosphatidfraktion) steckt. 

Ks wurde ferner die Phosphatidfraktion durch Alkohol in 
eine Lecithin- und eine Kephalinfraktion zerlegt, wobei das 
Plasmalogen in beiden Fraktionen zu finden war, vielleicht 
vorwiegend in der Lecithinfraktion. 

Zur Untersuchung der Verhiiltnisse bei der Fillung mit 
Cadmiumchlorid wurden zwei Reagenzgliiser mit je einer Lisung 
von 0,2 g Lecithinfraktion in 4 ccm Alkohol beschickt, die eine 
Lésung mit 4 ccm einer warmgesiittigten Liésung von wasser- 
freiem Cadmiumchlorid in absolutem Alkohol, die andere aber 
mit derselben Menge reinen Alkohols versetzt. Die im ersteren 
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Falle sofort entstehende Phosphatidfillung wurde abgetrennt 
und die klaren alkoholischen Lésungen mittels der ,,Filtrier- 
papierprobe* miteinander verglichen: Die Mutterlauge der Cad- 
miumchloridfallung gab kaum noch eine Reaktion. 


2. Vergleich verschiedener Phosphatidemulsionen. 


Zum Vergleich verschiedener Phosphatidemulsionen wurden 
Phosphatidgemische aus Gehirn, Pferdefleisch und Eigelb dar- 
gestellt und mehrfach mit Aceton aus &therischer Lésung um- 
gefallt. Die Phosphatide wurden durch lingeres Stehen und 
Schiitteln mit der tausendfachen Menge Wasser emulgiert und 
mit den Emulsionen die Plasmalreaktion gleichzeitig angestellt: 
Emulsion 3 ccm, sublimathaltige Salzsiure (s. 0.) 3 ccm, fuchsin- 
schweflige Siiure 3 ccm. 


3. Vergleich der reduzierenden Wirkung beim Plasmalogen 
und Plasmal. 

Wir benutzten dazu die Cadmiumchloridverbindung 
und lésten sie zu 10°/, in Benzol auf. Mit dieser Lésung 
trinkten wir zwei gleiche Filtrierpapierstreifen und lieBen dann 
das Lésungsmittel verdunsten. Dann wurde der eine Streifen 
3 Minuten lang in eine 1°/,ige Sublimatlésung hineingetaucht 
und dann mit Wasser griindlich ausgewaschen, wihrend der 
andere Streifen wihrend dieser Operation in reinem Wasser 
sich befand. Bringt man jetzt die beiden Streifen gleichzeitig 
in ammoniakalische Silberlésung'), so farbt sich der Streifen, 
der mit Sublimat vorbehandelt worden war, in kurzer Zeit 
intensiv schwarzbraun, wahrend der andere Streifen noch un- 
veriindert ist. Nach langerem Verweilen in der Silberlésung 
wird auch er braun, aber viel schwicher. Noch schéner wird 
der Versuch, wenn man bei der Silberlésung einen UberschuB 
von Alkali vermeidet, indem man eine 5°/,ige Silbernitrat- 
lésung mit nur so viel Ammoniak versetzt, daB eben ein Nieder- 
schlag entsteht, itiber Nacht stehen lit und dann filtriert. 


') Eine 10°/,ige Silbernitratlésung wird mit dem gleichen Volumen 
10°/,iger Natronlauge versetzt und so viel Ammoniak zugesetzt, bis der 
Niederschlag von Silberoxyd sich eben gelést hat. 











Zur Kenntnis des Plasmalogens. 177 


In dieser Silberlésung bleiben die beiden Streifen einige Stun- 
den stehen. 


Das Plasmal. 


Zur Wasserdampfdestillation bedienten wir uns eines Claisenkolbens 
von etwa 300 ccm Inhalt, der in einem Bade von konzentrierter Koch- 
salzlésung steht. Der abzweigende Hals enthiilt einen ganz lockeren 
Pfropfen von Glaswolle, der das Uberspritzen von Fliissigkeit verhindern 
soll. Zwischen dem angeschlossenen Kugelkiihler und dem Ansatzrohr 
befindet sich ein T-Rohr, durch welches CO, durch den Apparat durch- 
geleitet werden kann. Der Kiihler ist am unteren Ende durch Gummi- 
schlauch und Stopfen luftdicht mit der automatischen Filtriervorrichtung 
verbunden. Diese besteht aus einer Saugflasche mit aufsitzendem Zwischen- 
stiick (wie fiir eine Filtration im Goochtiegel). Oben hat das Zwischen- 
stiick unmittelbar unter dem Stopfen ein Ansatzrohr, an welches ein 
Gummischlauch angesteckt wird, der in ein Becherglas mit Wasser 
taucht. Hierdurch entweicht die Kohlensiure, wihrend das Wasser durch 
das im Zwischenstiick liegende Wattefilter, welches das Plasmal zuriick- 
hilt, in die Saugflasche und, wenn diese gefiillt ist, durch das Saugrohr 
kontinuierlich abflieBt. 

Zur Destillation werden 50 ccm Stammemulsion!) mit 
etwa 200 ccm Wasser verdiinnt, 6 ccm konzentrierte Sublimat- 
lésung zugesetzt und mit Wasserdampf destilliert, bis sich im 
Kiihler nichts mehr wesentliches abscheidet. Dies dauert etwa 
4 Stunden. Nach dieser Zeit wird der Destillierkolben ein 
zweites Mal beschickt und noch eine Destillation ausgefiihrt. 
Das Kochsalzbad wird auf einer Temperatur von etwa 105° 
gehalten, so, daB das Volumen im Destillationskolben konstant 
bleibt. Wihrend der Destillation 1iBt man einen langsamen 
Kohlensaurestrom durch den Apparat gehen. Nach der Destil- 
lation wird das im Kiihler sitzende Rohplasmal durch Schiitteln 
mit Wasser méglichst losgelést, durch das Wattefilter filtriert, 
und dann der Kiihler mit heiBem Alkohol ausgespiilt. Der 
Wattepfropfen wird ohne Verlust von Plasmal vorsichtig aus- 

gedriickt und dann mehrmals mit Alkohol ausgekocht. Die 
heiB filtrierten alkoholischen Lésungen werden im Vakuum in 
einem tarierten Kolben ganz abgedampft, und der gewogene 
Riickstand in wenig Alkohol gelést. Auf 1 g Rohplasmal 


1) Vgl. S. 174, FuBnote 2. 
Hoppe-Serler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX., 12 
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rechnet man etwa 0,3 g Thiosemicarbazid, lést dieses in der 
100fachen Menge kochenden Alkohols auf und gibt die Plas- 
mallésung hinzu. Am anderen Tage engt man ein, lést das 
Ausgefallene durch Erwirmen, fillt mit dem mehrfachen Vo- 
lumen Wasser und wiascht so lange aus, bis das ablaufende 
Wasser nicht mehr bitter nach iiberschiissigem Thiosemicarbazid 
schmeckt. Der getrocknete Riickstand wird erst einige Male aus 
der 5—10fachen Menge Alkohol, dann einige Male aus Xylol 
umkrystallisiert. Das freie Rohplasmal darf nicht iiber Nacht 
liegenbleiben, sondern muB am selben Tage gekuppelt werden, 
weil es sonst polymerisiert. Die Ausbeute an reinem Plasmal- 
thiosemicarbazon betrigt 1—2 g aus 10 kg Pferdefleisch. 


Praparat I. 
4,592 mg Substanz gaben 11,045 mg CO,, 4,85 mg H,O. 
4,304 mg m » 10,350 mg CO,, 4,51 mg H,O. 
4,071 mg " » 0.464 ccm N (22°, 730 mm). 
3,891 mg 1“ » 0,447 cem N (22°, 730 mm). 
5,060 mg . » 8,555 mg BaSQ,. 


Gef. C 65,61, 65,589/, H 11,82, 11,73°/, N 12,67, 12,779, S 9,64°%),. 


Priparat II. 
3,970 mg Substanz gaben 9,500 mg CO,, 4,06 mg H,O. 


4,737 mg i » 11,425 mg CO,, 4,82 mg H,0. 
3,510 mg - » 0,396 eem N (20°, 731 mm). 
4,200 mg “ . 0,484 ecem N (20°, 731 mm). 
4.557 mg is ,» 3,39 mg BaSQ,. 
5,750 mg m » 4,20 mg BaSQ,. 
Gef. C 65,25, 65,79°/, H 11,44, 11,38°/, 
N 12,64, 12,92°, S 10,22, 10,03°/, . 


Ber. fiir Stearinaldehydthiosemicarbazon C,,H3,N,S (341,4): 
C 66,789, H 11,519, N 12,81%, 8 9,39°%,. 
Ber. fiir Palmitinaldehydthiosemicarbazon C,,H,,N,S (313,4): 
C 65,099, H 11,26, N 13,41% S$ 10,28%,. 


Uber Schmelzpunkt, Eigenschaften und Krystallform des 
Plasmalthiosemicarbazons vgl. S. 170ff. 

Zum colorimetrischen Vergleich des Plasmalthiosemi- 
carbazons und der Gemische aus Stearin- und Palmitinalde- 
hydthiosemicarbazon wurden jedesmal 2 ccm Hammelserum mit 
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25 cmm einer 2°/,,igen Lésung der zu vergleichenden Thio- 
semicarbazone in Alkohol versetzt, mit 1 cem SO,-haltigen 
»sauregemisches* angesdiuert und je 1 ccm fuchsinschweflige 
Saure hinzugesetzt. Gleichzeitig mit diesen wird die ,,untere 
und obere Kompensierlésung“ hergestellt aus 4 ccm Hammel- 
serum, 2 ccm ,,Séuregemisch“ und 2 ccm fuchsinschwefliger 
Saure. Nach 18 Stunden vergleicht man im Kompensations- 
colorimeter. Die Technik hierfiir ist friiher ausfiihrlich be- 
schrieben worden.’) 


Die Untersuchungen wurden mit Mitteln der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft ausgefiihrt. 


1) Vgl. S. 172, FuBnote 2. 
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Uber das Molekilbindungsvermégen von Gallensduren 
und Sterinen. 
Von 


Heinrich Rheinboldt. 
I. Desoxycholsaure und Apocholsaure. 


(Bearbeitet von Else Flume und Otto Kénig.) 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Chemisches Institut der Universitat Bonn. ) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. Oktober 1928.) 


Das von H. Wieland und H. Sorge!) sowie von Fr. Boe- 
decker’) entdeckte und von uns*) weiterhin untersuchte Ver- 
migen der Desoxycholsiiure C,,H,,O, und der Apochol- 
siure C,,H,,O, zur Bildung ausgezeichnet stabiler Molekiil- 
verbindungen veranlaBte uns, andere verwandte Stoffe auf diese 
Eigenschaft hin vergleichend zu untersuchen. Als Methode 
diente die Aufnahme von Zustandsdiagrammen nach dem von 
uns ausgebildeten ,,Auftau-Schmelz-Verfahren“, das ein Arbeiten 
mit geringen Substanzmengen gestattet.4) Als zweite Kom- 
ponente der bin’ren Systeme wurden hohere Fettsiuren und 
Cetylalkohol gewihlt. 

Zunichst seien als Grundlage des Vergleiches einige 
,Auftau-Schmelz-Diagramme“ von Desoxycholséure und Apo- 


') Diese Zs. Bd. 97, 8S. 1 (1916); C. 1917, I, 60. 

2) Chem. Ber. Bd. 53, S. 1852 (1920); C. 1920, III, 929. 

‘) H. Rheinboldt, H. Pieper u. P. Zervas, Liebigs Ann. der 
Chem. Bd. 451, S. 256 (1927); C. 1927, I, 1569. 

‘) H. Rheinboldt, K. Hennig u. M. Kircheisen, Jl. fiir prakt. 
Chem. [2] Bd. 111, S. 242 (1925); Bd. 112, S. 187 (1926); Bd. 113, S. 199 
u. 348 (1926); C. 1926, I, 2069, 2873; 1926, IT, 1113, 2081. 
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cholsiure mit den genannten Stoffen mitgeteilt.!) Charakte- 
ristisch fiir diese Systeme ist die Ausbildung eines ausgespro- 
chenen Maximums der Schmelzkurve, deren mittlerer Teil von 
zwei eutektischen Punkten begrenzt ist, die nahe bei der Kon- 
zentration der reinen Komponenten liegen, wodurch die be- 
sondere Bestindigkeit der Verbindungen gekennzeichnet wird. 


I. Desoxycholsaure. 


Reine Desoxycholsiiure wurde mir von Herrn Dr. Fr. Boedecker 
zur Verfiigung gestellt; nach dem Trocknen im Hochvakuum bei 140° 
besaB sie die Schmelzdaten*): Auftaup. = 168,5°, Schmelzp. = 172°. Die 
einzelnen Substanzgemische wurden in kleinen Schilchen eingewogen, 
darin vorsichtig verschmolzen und, nach volligem Erstarren im Exsic- 
cator, innigst verrieben. Wegen der groBen Temperaturdifferenzen wurden 
die Auftau- und Schmelzpunkte jeweils in gesonderten Proben bestimmt. 


1. Palmitinsaiure und Desoxycholsaure. 

Das ,,Auftau-Schmelz-Diagramm“ (Fig. 1) weist ein aus- 
gesprochenes Maximum der Schmelzkurve auf, das von zwei 
Kutektika bei etwa 1 und 99 Gew.-Proz. Desoxycholsiiure und 
60° bzw. 164° begrenzt wird. Die Auftaukurve weist auf eine 
Verbindung der Molekularzusammensetzung 1:8 (92,5 Gew.-Proz. 
Desoxycholsiure) hin. Das Maximum der Schmelzkurve bei 
184° entspricht dem Schmelzp. 184—185° der priparativ dar- 
gestellten Verbindung gleicher Zusammensetzung.’) 


Die Palmitinséiure wurde durch viermaliges Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol gereinigt. 





Gew.-Proz. | | | | | 
Desoxychol- | | | | 

sdure....| 0,0 9,7) 30,9) 50,5 69,5 85,2] 89,7) 93,5 95,0 ee 
Auftaup.° C]61,5, 60,0 61,0] 61,0) 61,0/130,0/170,0 171,0 164,0/164,0/168,5 


Schmelzp.°C | 62,5 140,0 167,0|174,0 180,0/183,5 184,0 183,0 182,0/180,0)172,0 


| 
| 
| 
| 














1) Uber das System Apocholsiure: Montansidure siehe 
H. Rheinboldt u. M. Kircheisen, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 451, 
S. 260, 273 (1927). 

*) Alle ‘T'emperaturangaben sind unkorrigiert. 

*) Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S. 20 (1916); Rhein- 
boldt, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 451, S. 267 (1927). 
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2. Stearinsiure und Desoxycholsiure. 


Das Auftau-Schmelz-Diagramm (Fig. 2) zeigt ein iihnliches 
Bild wie das vorangehende. Das Maximum der Schmelzkurve 
liegt bei etwa 92 Gew.-Proz. Desoxycholsiure und 186°, ent- 
sprechend dem Schmelzp. 186—187° der priparativ dargestellten 
Verbindung.') Die beiden eutektischen Punkte liegen bei etwa 
1 und 99 Gew.-Proz. Desoxycholsiure und 67° bzw. 165°. Die 
Auftaukurve zeigt die Existenz einer Verbindung 1 Stearin- 
siure:8 Desoxycholsiure (91,7 Gew.-Proz. Desoxycholsiure) an. 


Die Stearinsiure wurde durch dreimaliges Umkrystallisieren aus ab- 
solutem Alkohol gereinigt. 





Gew.-Proz. | | | | 
Desoxychol- | | 

sure. ...| 0,0 10,0) 30,0 50,4 70,0} 85,0) 90,0) 92,6, 95,0! 97,0/100,0 
Auftaup. ° C| 68,0, 67,0 68,0 68,0} 68,0/140,0/175,5 170,0 165,0/165,0|168,5 


Schmelzp.°C | 69,5 150,0/170,0 178,5/184,0|185,5/186,0 185,5,184,0|182,0|172,0 














3. Cetylalkohol und Desoxycholsiure. 


Die Schmelzkurve dieses Systems (Fig. 3) weist ein Maximum 
auf bei etwa 93 Gew.-Proz. Desoxycholsaiure und 185°, das iiber- 
einstimmt mit dem Schmelzpunkt der priparativ gewonnenen 
Molekiilverbindung 1 Cetylalkohol: 8 Desoxycholsiure.”) Die 
Auftaukurve weist auf eine Verbindung dieser Zusammen- 
setzung hin (92,8 Gew.-Proz. Desoxycholsiure). Die beiden 
eutektischen Punkte liegen bei etwa 1 und 99 Gew.-Proz. Des- 
oxycholséiure und 47° bzw. 160°. 


Der Cetylalkohol wurde durch dreimaliges Umkrystallisieren aus 
absolutem Alkohol gereinigt. 





Gew.-Proz. | | | 
Desoxychol- | | | | 

siiure. . . .| 0,0, 16,4] 80,7| 51,0) 73,0] 79,8) 84,6 90,0) 95,0| 97,0 100,0 
Auftaup.° C] 48,5, 47,0] 48,0] 48,0) 48,0] 53,5/105,0 164,0 160,5!160,0 168,0 
Schmelzp.°C | 49,5 160,0/167,0|175,0,181,5|183,0 184,0 184,8 183,0'181,0 172,0 

















') Wieland u. Sorge, Diese Zs. Bd. 97, S.19 (1916); Rhein- 
boldt, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 451, S. 268 (1927). 
*) Siehe unten. 
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Praparative Darstellung der Verbindung 
[C, ,H,,OH(C,,H,,0,),]. 


‘164433 
0,2 g Cetylalkohol und 2g Desoxycholsiure wurden in 


8 ccm heiBem absolutem Alkohol gelést. Die in klaren Krystill- 
chen auskrystallisierende Verbindung besaB nach dem Um- 
krystallisieren aus absolutem Alkohol den Schmelzp. 185—186°. 


Aquivalenttitration: 
0,2028 g Substanz verbr. 4,79 cem n/10-KOH; Aquivalent: 423,4. 


0,1658 g _ » 93,91 cem » : 99 : 424,0. 
Berechnet fiir die Zusammensetzung: 
rr Aquivalont: 426,9 
1:8 (33808). ....... a. : 422.6 
epWitwee). . 2. » ot AL, 2. 


Die Analysen stimmen auf die Verbindung der Zusammen- 
setzung 1:8 mit der Summenformel C,,,H,,,0,, (3380,8). 


II. Apocholsaure. 


Die ,,Auftau-Schmelz-Diagramme“ der Systeme mit Apocholsadure 
gleichen vollkommen denen mit Desoxycholsiure, nur liegt bei ihnen 
das Maximum der »chmelzkurven jeweils etwa 4° tiefer als der Schmelz- 
punkt der priparativ dargestellten Verbindungen. Die Apocholsidure, 
die mir ebenfalls von Herrn Dr. Boedecker liebenswiirdigerweise 
iiberlassen wurde, besaB nach dem Trocknen bei 1 mm und 140° die / 
Schmelzdaten: Auftaup. = 167,5°, Schmelzp. = 172°. ae 





4, Palmitinséiure und Apocholsaure. 

Das Maximum der Schmelzkurve (Fig. 4) liegt bei 180°; ; 
der Schmelzpunkt der priparativ dargestellten Verbindung’) be- 
triigt 184—185° Die EKutektika enthalten etwa 1 und 99 Gew.- j 
Proz. Apocholsiure und schmelzen bei 61° bzw. 161% Die é 
Auftaukurve trifft die Schmelzkurve bei etwa 92 Gew.-Proz. 
Apocholsiiure, entsprechend einer Verbindung 1 Palmitinsaure: 

8 Apocholsiiure (92,4 Gew.-Proz. Apocholsiure’. 


set 





Gew.-Proz. | | | | | 
Apochol- 
siure... 0,0 10,0) 32,0 49,8) 69,7 85, 8| 90,0 93,4 94 6| 96,8/100,0 


Auftaup. ° C] 61 ,5| 61,0' 61,0 61 0 61,0 122,5 157,0) 162,0/161,5) 161,5)167,5 
Schmelzp.°C | 62,5 141,0 162 ,0 171,0)176,5 ‘179 0,179 ‘5/178, 0 177,5)176,0/172,0 


') Fr. Boedecker, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1859 (1920). 


| lal 
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5. Stearinsiure und Apocholsaure. 


Die Schmelzkurve (Fig. 5), deren mittlerer Teil durch zwei 
eutektische Punkte bei etwa 1 und 99 Gew.-Proz. Apocholsiure 
und 67° bzw. 164° begrenzt wird, erreicht ein Maximum bei etwa 
92 Gew.-Proz. Apocholsiiure und 181°, entsprechend einer Ver- 
bindung der Molekularzusammensetzung 1:8 (91,7 Gew.-Proz. 
Apocholsaure). Die Auftaukurve trifft die Schmelzkurve in 
ihrem Maximum. JDer Schmelzpunkt der priparativ dar- 
gestellten Verbindung’) betragt 185—186°. 








Gew.-Proz. | | | 
Apochol- | | | | 
sure .. .] 0,0] 11,1, 80,1) 50,5, 69,8 85,8 90,0) 92,2) 95,0) 96,9,100,0 

Auftaup. ° C| 68,0) 67,0 61,5 68,0 68,0 183,0 172,0/168,0)164,0 164,0 167,5 


Schmelzp.°C | 69,5148 0 164,0'173,0 177 8 186,0 180,5/181, 0/179, 5'178,0|172,0 








6. Cetylalkohol und Apocholsiaure. 


Das Maximum der Schmelzkurve dieses Systems (Fig. 6) liegt 
bei etwa 93 Gew.-Proz. Apocholsiure und 177,5° Der Verlauf 
der Auftaukurve zeigt die Existenz einer Verbindung 1 Cetyl- 
alkohol: 8 Apocholsiure (92,8 Gew.-Proz. Apocholsiiure) an. Die 
beiden eutektischen Punkte liegen bei etwa 1 und 99 Gew.-Proz. 
Apocholsiure und 46° bzw. 160°. 














year Auftau- Schmelz- yates Auftau- Schmelz- 
om punkt °C | punkt °C sian punkt °C |} punkt °C 
0,0 48,5 49,5 80,0 68,0 176,0 
10,0 46,0 143,0 85,0 111,0 176,5 
20,5 46,0 158,0 90,0 160,0 177,0 
30,1 46,0 167,0 91,0 165,0 177,2 
39,7 46,0 169,5 96,0 160,0 174,0 
49,9 46,0 171,5 98,0 160,0 172,5 
60,0 46,0 174,0 100,0 167,5 172,0 
70,0 47,0 174,5 




















) Fr. Boedecker, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1859 (1920). 
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Praparative Darstellung der Verbindung 


[C,,H,,0H(C,,H,0,)g]. : 
Aus 0,2 g Cetylalkohol und 1,7 g Apocholsiure in 8 ccm ¥ 
absolutem Alkohol. Schmelzpunkt der Verbindung') nach Um- | 


krystallisieren aus absolutem Alkohol 182,5° 





Aquivalenttitration: 
0,1031 g Substanz verbr. 2,45 cem n/10-KOH; Aquivalent: 420,8. 


0,0997 g » » 2,37 ccm ” : - : 420,7. 
Berechnet fiir die Zusammensetzung: 
1:7 (2974,4). . . . . . . . Agquivalent: 424,9 
1:8 (8864,7). ....2... » 2 420,6 
Fo a ae - : 417,2. 


Die Analysen stimmen auf die Verbindung der Zusammen- 
setzung 1:8 mit der Summenformel C,,,H,,,0,, (3364,7). 





') Der Schmelzpunkt scheint im Vergleich mit dem der Desoxy- 


eholsiureverbindung etwa 2° zu tief zu liegen; er konnte aber nicht 4 
héher erhalten werden. 




















Uber den Proteasengehalt des Pylorussekrets. 


Von 


Otto Kestner, Richard Willstiitter und Eugen Bamann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Hamburg, Allgem. Krankenhaus 
Eppendorf, und dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Minchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30. Oktober 1928.) 


Unsere Untersuchung betrifft den Magensaft aus der Py- 
lorusregion und behandelt die Frage, ob er proteolytische En- 
zyme enthalt. Nach den eingehenden Angaben von B. P. Bab- 
kin?) ist diese Frage lebhaft umstritten. Wir kommen zu 
ahnlichen Ergebnissen wie die genaue Arbeit von A.C. Jvy 
und Y. Oyama’), die von anderen Forschern (M. Takata, 
R. K. S. Lim, R. K. 8. Lim und N. M. Dott) beobachtete fer- 
mentative Spaltungen auf Anwesenheit von Kiter zuriickfiihren. 
Es mu nicht Kiter sein; auch ohne Eiterung kénnen farblose 
Blutzellen die Triger der enzymatischen Wirkung sein. 

Unsere Priifung erstreckte sich auf Pepsin und auf die 
in schwach saurem Medium optimal wirkende Proteinase’), 
ferner auf Trypsin und namentlich auf Erepsin; sie fiihrte zu 
vollig negativen Ergebnissen, sofern man den Fistelsaft von 
suspendierten Zellen befreite. Das Sekret aus dem Pawlow- 
schen Pylorusblindsack enthalt kein Erepsin, iiberhaupt keine 





1) Die iuBere Sekretion der Verdauungsdriisen. II. Aufl., Berlin, 
1928. Vgl. die zahlreichen Literaturangaben daselbst, S. 423. 

+} Am. Jl. Physiol. Bd. 57, S. 51 (1921). 

’) Vgl. R. Willstatter u. E. Bamann, Uber die Proteasen der 
Magenschleimhaut. Diese Zs. im Druck. 
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Protease. Unsere Beobachtungen beziehen sich allerdings auf 
ein einziges Versuchstier, an dem die nachfolgend geschilderte 
Operation befriedigend verlaufen war. Die Nervenbahnen 
kénnen indessen bei dieser Schnittfiihrung nicht ausgeschaltet sein. 

Das Fehlen des Erepsins in dem Sekret des_ kleinen 
Magens bestiatigt die Angaben’), die vor mehr als 20 Jahren 
O. Cohnheim in seinen ,,Beobachtungen iiber Magenverdauung“ 
gemacht hat. Im Extrakt des Antrum Pylori wurde Erepsin 
nachgewiesen, aber im Mageninhalt fehlte es. 


I. Physiologischer Teil. 
Von Otto Kestner. 


Die Fragestellung, reines Sekret des Antrum Pylori zu ge- 
winnen, fiihrte zu folgenden experimentellen Schwierigkeiten: 

1. Da die Grenze zwischen der Fundus- und der Antrum- 
schleimhaut nicht geradlinig verlauft, kann nur der distalste 
‘Teil des Magens zu den Versuchen dienen, es darf also nur 
ein sehr kleiner Blindsack gebildet werden. Abweichende Be- 
funde in der Literatur riihren anscheinend davon her, daB der 
Antrumblindsack bisweilen kleine Reste anderer Schleimhaut 
enthalten hat. 

2. Die Innervation soll erhalten bleiben, mindestens teil- 
weise, was bei den kleinen Verhaltnissen operativ nicht leicht 
zu erreichen ist. 

3. Da das Duodenum sicher Erepsin absondert, vielleicht 
auch andere Proteasen, muBte eine vollstandige Trennung des 
Blindsacks vom Duodenum erzielt werden. Dies bedingt eine 
(Juerdurchtrennung am Pylorus oder unmittelbar davor, was 
Hunde nach unseren Erfahrungen schlecht vertragen. 

Die Herrichtung eines Hundes mit Antrumblindsack er- 
wies sich daher als recht schwierig; eine groBe Anzahl von 
Tieren wurde verloren, bis folgende Technik zum Ziele fihrte: 


Bauchschnitt, etwas rechts von der Mittellinie. Der Magen wird her- 
vorgezogen und einige Zentimeter vom Pylorus wird in den Magen von 


1) Miinch. med. Wochenschr. Bd. 54, S. 2581 (1907); vgl. O. Kestner, 
Chemie der EiweiBkérper, IV. Aufl., Braunschweig 1925, S. 95. 
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der kaudalen Seite her ein Einschnitt gemacht, der durch alle Schichten 
geht und der etwa den halben Umfang des Magens einnimmt. Der 
nicht durchsehnittene Teil des Magens wird auf eine Sonde gelegt und, 
dieser folgend, die Schleimhaut von innen her durchtrennt, wiihrend 
Muscularis und Serosa erhalten bleiben. Darauf wird die Schleimhaut 
nach dem Blindsack hin und die nach dem Hauptmagen hin durch eine 
fortlaufende einstiilpende Naht geschlossen. Die durchschnittene Hilfte 
des Magens wird sodann wieder zusammengeniht, weil man nur auf 
diese Weise Zerrungen vermeiden kann. 

Der zweite Akt besteht im Verschlu8 des Pylorus. Auch hierfiir 
wird am Pylorus durch einen alle Schichten durchtrennenden Schnitt 
zunichst die halbe Circumferenz durchtrennt, weiterhin nur die Schleim- 
haut durchtrennt, und nach beiden Seiten hin die Schleimhaut ein- 
gestiilpt und verschlossen. Am besten bedient man sich dabei einer 
Technik wie bei Appendixoperationen, doch ist die groBe Dicke der 
Schleimhaut zu beriicksichtigen. Auch hier wurde nach Bildung einer 
festen Trennung Magen und Duodenum wieder aneinandergeniht. 


Endlich erfolgte zwischen dem Hauptmagen und einer unterhalb 
des Duodenums gelegenen Diinndarmschlinge das Anlegen einer etwa 
3 cem langen Gastroenterostomie, und schlieBlich wurde in den nach 
allen Seiten abgeschiossenen Blindsack des Antrum Pylori eine enge und 
leichte Kaniile eingeheilt. Sie hatte die Form der iiblichen Pawlow- 
schen Magenkaniilen und wurde neben der Bauchwunde nach auBen 
gefiihrt. 

Bei der letzten Operation habe ich erst die Kaniile eingefiihrt und 
dann erst die iibrigen Operationen gemacht. Nach friiheren Erfabrungen 
werden die Heilungsaussichten geringer, wenn man am SchluB einer 
lang dauernden Operation eine Kaniile einfiihrt, anscheinend infolge der 
Lahmung der Muskulatur. 


Die gesamte Operation, in einer Sitzung ausgefiihrt, dauerte nicht 
ganz 2 Stunden. 

Nach erfolgter Heilung wurde die Kaniile geéffnet und 
die Sekretion des Antrum gepriift. Es entleerte sich immer 
eine stark schleimhaltige Fliissigkeit, in der Leukocyten zu 
beobachten waren. In den ersten drei ‘l'agen fanden sich 
Blutreste, spiter nicht mehr. Der Hund war bei gutem Be- 
finden. Die Sektion des absichtlich getéteten Hundes ergab, 
daB der Blindsack etwa 3 cm lang und ungefihr ebenso breit 
war. Eiterungen oder andere Stérungen fanden sich nicht. 
Die Schleimhiute wiesen keine entziindlichen Stellen auf, die 
Nahte des Magens waren sehr gut geheilt. 
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II. Enzymatische Beobachtungen. 


Das Pylorussekret aus dem kleinen Magen des 1?/, Jahre 
alten Hundes (9 kg Gewicht) wurde vom 10. bis 15. Tage nach 
der Operation gepriift. Es war eine farblose, schleimig-zaihe 
Flissigkeit; p,, = 6,9—7,1.. Die mikroskopische Beobachtung 
ergab stets die Anwesenheit von Leukocyten und Lympho- 
cyten, in den ersten Versuchstagen in starkerem MaBe. Eiter 
und Verunreinigungen waren nicht vorhanden. 

Der Pylorusmagen faBte mindestens 4,5 ccm, die Saft- 
menge betrug bei Niichternheit in der Stunde 1,5 ccm. An- 
blick und Geruch der Nahrung lieSen die Sekretion nicht zu- 
nehmen. Wéahrend der Fiitterung und Verdauung nahm die 
Saftabsonderung nur wenig ab.) 

Nahreizwirkung auf die Pylorusschleimhaut wurde mit 
eingeengtem Fleischkochsaft eines entbluteten Kaninchens bei 
gleichzeitiger Fiitterung untersucht. Etwa 4 ccm Fleischbriihe 
blieben 20 Minuten im kleinen Magen. Mit weiteren 11 ccm 
wurde nachgespilt. Die gesamte Kinwirkung dauerte 40 Mi- 
nuten. Da sich nur 11 cem zuriickgewinnen lieBen, sind 3 bis 
4 ccm resorbiert worden. 


Versuchsanordnung fiir die Proteasenbestimmungen: 


Pepsin. 20cem 5°/,ige Eieralbuminlésung; 5 cem n-Salzsdure, 
5eem 0,2 cm Citratsalzsiurepuffer von py = 2; mit Enzymlésung und 
Wasser auf 50cem ergiinzt. Versuchstemperatur 30°, Titration von 
10 cem unter Zusatz von 175 eem heibem 96°/,igen Alkohol. 

Bei schwach sauerer Reaktion wirkende Proteinase. Gleicher 
Ansatz, indessen mit nur 0,20 cem n-Salzsiiure und 5 ccm 0,2 m Citrat- 
puffer von py = 4,5. 

Trypsin. 12,5 cem 6%, ige Caseinlésung, 5 cem 0,2 n-NH,-NH,Cl- 
Puffer von p; = 8.9; neem Sekret mit 2,5 cem Kinaselésung (vom 
Schwein) 30 Minuten bei 30° aktiviert; auf 25 cem gebracht. Versuchs- 
temperatur 30°. Titration von 5 cem unter Zusatz von 175 ecm heibem 
96°/,igen Alkohol zur Anfangs- und Endtitration. 

Erepsin. 12,5 cem 3,7640°/,ige d,l-Leucylglycinlésung (py = 7,8) 
mit Enzymlésung und Wasser auf 25 ccm gebracht. Versuchstemperatur 





1) Nach den Beobachtungen yon A. J. Schemjakin, Dissertation, 
St. Petersburg 1901 (zitiert nach B. P. Babkin), wird sie merklich 
schwiicher. 
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30°; 5ecm unter Zugabe von 100 cem 96°/,igem Alkohol bei Zimmer- 
temperatur fiir die Anfangs- und Endtitration. 


’ Das Sekret bewirkte (vgl. die Tabelle) bei den fiir Pepsin 
und fiir Trypsin giinstigen Acidititen sehr geringe Hydrolyse 
von Albumin bzw. Casein, dagegen betrichtliche Spaltung von 
Dipeptid bei schwach alkalischer Reaktion. Um zu priifen, 
ob diese proteolytische Wirkung auf geléstes Enzym, aut wirk- 
liches Sekret zuriickzufiihren ist, befreiten wir den frisch ge- 
wonnenen Saft vollstiindig von suspendierten farblosen Blutzellen. 
Er muBte zu diesem Zweck aufs doppelte bis dreifache ver- 
diinnt (fiir Priifung auf die sauer wirksamen Proteasen mit 
verdiinnter Salzsiure, zur Priifung auf Trypsin und Erepsin 
mit Wasser) und volle 30 Minuten bei Tourenzahl von 3000 

zentrifugiert werden. Das gebildete Sediment bewirkte in ge- 
ringem Ma8e in saurer Liésung EiweiBspaltung und es besab 
deutliche ereptische Wirkung. Aber das geklirte Sekret war, 
wie die T'abelle zeigt, von p,, = 2—9 frei von proteolytischem 
Wirkungsvermégen. 


} Proteolytische Wirkungen des Pylorussekrets vor und nach Abtrenaung 
farbloser Blutzellen. 
(Die Angaben bedeuten cem 0,2 n-alkohol.’ KOH.) 














Priifung auf Pepsin Zweite Proteinase Trypsin Erepsin 
_Po=2 | Pa=4,8 _ Pu= 8,9 Pu = 7,8 
Sekret vor dem | 3cem, 8 St. 0,10 a 4ccem, 24St.0,10 4,5 cem, 23 St.0,50 
, Zentrifugieren 24 St. 0,15 -— 48St.0,138 42St.0,85 
Sekret frei von | 5ecm,45St.0,00] 3cem,48St.0,02 | 5ecm, 24St.0,00 | 3 cem, 485St. 0,02 
Leukocyten 5 ecm, 308t. 0,05 
Fleischkochsaft 
in den kleinen 
Magen eingefiihrt 0,00 0,00 0,02 0,05 
| zentrifugiert, 
2,5eem, 37 Std. | 








Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft driicken 
wir unseren aufrichtigsten Dank fiir die Unterstiitzung der vor- 
liegenden Untersuchung aus. 
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Zur Frage nach dem Vorkommen von Methylguanidin 
im tierischen Organismus. 


Mitteilung I. 


Der Nachweis von Methylguanidin in den Muskeln 
eines Hundes. 
Von 


I. A. Smorodinzew und A. N. Adowa. 





(Aus dem Laboratorium f. biologische Chemie d. 2. Mosk, Staatsuniversitat.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6, November 1928.) 


Unter Anwendung einer Methode’), die im wesentlichen 
in der Fallung mittels Silbernitrat und Bariumhydroxyd be- 
steht, wurde das Methylguanidin aus frischen Extrakten der 
Muskeln von Ochs?’), Kalb*), Pferd®), Schafbock*), Mensch’), 
Schwein *) und aus der Leber des Ochsen®) isoliert. A. Ewins?®) 





1 R. P. Krimberg, Hoppe Seyler’s Handb. physiol. chem. Anal. 
S. 758 (1909, Berlin); I. A. Smorodinzew: Iswestija Akademii Nauk, 
S. 1541 (1916). 

*) W.S. Gulewitsch u. 8. P. Krimberg, diese Zs. Bd. 48, S. 412 
(1906). 

3) I. A. Smorodinzew, diese Zs. Bd. 92, 8S. 214 (1914). 

4) W. I. Skworzow, diese Zs. Bd. 68, S. 37 (1910). 

5) J. A. Smorodinzew, diese Zs. Bd. 87, 8. 14 (1913). 

®) I. A.Smorodinzew, diese Zs. Bd. 92, 8S. 221 (1914). 

7?) I. A. Smorodinzew, Journ. Russk. Chim. Obtsch. Bd. 49, S. 265 
(1917). 

8) I. A. Smorodinzew, Iswestija Ak. Nauk, S. 1541 (1916); diese Zs. 
Bd. 123, S. 116 (1922). 

* I. A. Smorodinzew, diese Zs. Bd. 80, 8. 218 (1912). 

1%) A. J. Ewins, Biochem. journ. Bd. 10, 8. 103 (1916). 
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zeigte, daB bei Erwirmung des Kreatinins mit Silbernitrat und 
einem Uberschu8 von Bariumhydroxyd im Laufe einer Stunde 
eine Abspaltung von Methylguanidin stattfindet, und bezweifelte 
daraufhin die Anwesenheit von priformiertem Methylguanidin 
in den Geweben. Obgleich bei der Isolierung von Methyl- 
guanidin aus den Extrakten des Muskelgewebes und der Leber 
eine Erwarmung nach Zusatz von Silbernitrat und Baryt 
peinlichst vermieden wird und damals auch wurde, war es 
infolge des geaiuBerten Zweifels doch wiinschenswert, das 
Methylguanidin aus dem Extrakt auf anderem Wege ohne 
Anwendung von Silbernitrat und Baryt zu gewinnen. 

Wir versuchten die Fallung mittels Sublimat und essig- 
saurem Natrium!) und es gelang uns, Methylguanidin aus dem 
Harn’), Fleischextrakt*) und frischem Hundefleisch*) und zwar 
in einer etwas kleineren Menge als nach der Silberbarytmethode 
zu isolieren. GewiB ist auch diese Methode nicht vdllig ein- 
wandfrei®), so daB die Fahndung nach neuen Abscheidungs- 
methoden fortzusetzen ist. 


1. Herstellung des Ausgangsextrakts. Zur Verarbeitung 
wurden einem eben geschlachteten Hunde 6925 g abpriiparierten Muskel- 
gewebes entnommen. Nach einer dreimaligen Extraktion mit heiBem 
Wasser®) wog der mit der Presse ausgedriickte Riickstand 3064 g, d.h. 
in die Lésung gingen 55,8°/, des Ausgangsgewichts des Gewcebes iiber. 

Der erste Auszug wurde bis auf 1 Liter eingedampft, dann wurde 
der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl zu 15,17 g bestimmt. 

Die vereinigten 2. und 8. Ausziige wurden ebenfalls bis auf einen 
Liter eingeengt und es wurde der Stickstoffgehalt nach Kjeldahl zu 


12,05 g bestimmt. 
Somit entsprach die Gesamtmenge des Stickstoffes im ganzen Ex- 





1) R. Engeland, diese Zs. Bd. 57, S. 55 (1908); Zs. Nahrung u. 
GenuBm. Bd. 16, S. 658 (1908). 

*) A. N. Adowa, Russ. Physiol. Journ. Bd. 7, 8. 43 (1925). 

3) I. A. Smorodinzew u. A. N. Adowa, diese Zs. Bd. 135, S. 41 
(1923). 

*) A. N. Adowa, Berichte d. Staatl. Mediz. Instituts, Bd. 1 (2), 8. 75 
(1924) (russisch). 

°) Greenwald, Biochein. Zbl. Bd. 22, 8. 270 (1920). 

®) I. A. Smorodinzew, Iwestija Acad. Nauk, 8. 1541 (1916). 
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trakt 27,2 g oder 0,39°/, im Verhiltnis zur Masse des verarbeiteten 


Gewebes. 
2. Verarbeitung des Essigquecksilberniederschlags. Nach 


der Einengung auf ein Liter wurde der Auszug abwechselnd durch Hinzu- 
setzung gesittigter heiBer Lésungen von Sublimat und essigsaurem Na- 
trium gefiillt. 2 Tage spiiter wurde der mit dem kalten Gemisch einer ge- 
sittigten waBbrigen Lésung von Sublimat und essigsaurem Natrium (1: 1) 
ausgewaschene Niederschlag am Wasserbade '/, Stunde lang mit verdiinnter 
Salzsiiure (1 Tl. HCl. spez. Gew. 1,19 + 2 Tl. H,O) digeriert. Der erzielte 
salzsaure Auszug wurde nach der Entfernung des Quecksilbers als Queck- 
silbersulfid bis zur Kristallisation eingeengt und dann mit kocheudem 
Methylalkohol bearbeitet. Die methylalkoholische Lésung wurde bis 
zum Sirupzustand eingedampft, mit Wasser verdiinnt, mit Tierkohle ge- 
klirt, wiederum bis zu diinnem Sirup eingeengt und mebhrfach (8 mal) 
nacheinander mit absolutem Athylalkohol bearbeitet, bis der Riickstand 
des Auszuges nach Abdampfung des Alkohols leicht und ohne Rest in 
kaltem, absolutem Athylalkohol sich zu lésen anfing. 


A. Platinfiltrat. 


Aus der Gesamtmenge von 183 ¢ Sirup wurden 80g mittels 
20°/, alkoholischer Lésung von Platinchlorid gefallt; zur 
volligen Fallung waren 60 ccm bzw. 12 g Platinchlorid not- 
wendig. 

Nach Entfernung des Platins mittels Schwefelwasserstoff 
wurde das Filtrat mit NaOH neutralisiert und mit gesiattigter 
wiiBriger Lésung von Pikrinsiure gefallt. Gewicht des rohen 
Pikrats 7,35 g. Der Versuch, das Pikrat durch Krystallisation 
aus Wasser zu reinigen, schlug fehl. Zur Befreiung dieser 
Fraktion von Beimischungen, die die Krystallisation des Pikrats 
verhinderten, wurde die Pikrinsiure mittels Benzol aus der 
mit Salzsiure angesiuerten Lisung entfernt, darauf wurde die 
Fliissigkeit mit waBriger Sublimatlésung gefallt. Das Sublimat- 
filtrat wurde nach Entfernung des Quecksilbers mittels Schwefel- 
wasserstoff durch Atznatron neutralisiert und mit Pikrinsiure 
gefallt. 

Pikrinniederschlag. Beim Versuch einer Umkrystalli- 
sierung aus Wasser fiel eine amorphe Masse aus, die bis zu 
230° nicht schmolz. Bei Kindickung des Pikrinfiltrats bis zur 
Halfte des Volumens fiel ein 2. Pikrinniederschlag in Form 
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einer harzigen Masse aus. Die vom 2. Pikrinniederschlag ab- 
gegossene Liésung wurde bis zur Hilfte des Volumens eingeengt; 
diesmal fiel beim Abkihlen ein 3. Pikrinniederschlag in 
Form von Krystallen mit dem Schmelzp. 198—199° aus. Ge- 
samtmenge 1,6 g. 

Bei Eindickung des Filtrats vom 3. Pikrinniederschlag fiel 
ein 4, Pikrinniederschlag aus, der ebenfalls krystallinisch 
war, aber keinen bestimmten Schmelzpunkt besaB. 

Der 3. Pikrinniederschlag wurde durch Umkrystalli- 


slerung gereinigt. 


I. In der ersten Fraktion ftielen orangefarbene driisenartig ver- 
einigte Nidelchen aus. Gewicht 0,28 g, Schmelzp. 201—202°; bei wieder- 
holter Krystallisation wurden erhalten: 1a) mit dem Schmelzp. 201,5°, 
Gewicht 0,08 g. 1b) Schmelzp. 201,5°, Gewicht 0,18 g. 1¢) ieee 212 
bis 214°, Gewicht 0,01 g. 

II. Fraktion. Lange diinne, filzartig verflochtene eigelbe Niidelchen. 
Gewicht 0,43 g, Schmelzp. 201,2°. 

III. Fraktion, wie die zweite, Gewicht 0,36 g, Schmelzp. 201,2°. 

II. und III. Fraktion vereinigt und wieder umkrystallisiert gaben 
zu Driisen vereinigte Krystalle in Form von Federfahnen, Schmelz- 
punkt 201,5°. 

lV. Fraktion. Gewicht 0,02 g, Schmelzp. 196°. 

V. Fraktion. Gewicht 0,12 g, Schmelzp. 202,5—203° 

VI. Fraktion. Typische Driisen 0,02 g, Schmelzp. 201,5°. 

VII. Fraktion. Gewicht 0,27 g, Schmelzp. 207°. 

In einem Teile des Pikrats aus II. und III. Fraktion wurde die Be- 
stimmung des Stickstoffs nach Dumas ausgefiihrt. 

0,0778 g Pikrat gaben 19 ecm N, (bei 750 mm, 18°). 

C,H, N,°C,H,(NO,),0H Ber. 27,82°/, N 
Gef. 27,82°/, 


Somit schieden wir aus 80 g Sirup 1,6 g Methylguanidin- 
pikrat aus; fiir 193 g macht es 3,85 g Pikrat aus, was 0,93 g 
Methylguanidin entspricht, oder 0,0134°/, der gesamten ver- 
arbeiteten Menge des Muskelgewebes des Hundes. Auf das 
rohe Pikrat berechnet, erhéht sich der Gehalt bis auf 0,06°/,, 
d. h. ungefahr soviel wie nach der Silberbarytmethode.’) 





1) I. A.Smorodinzew, Izwestija Acad. Nauk, 8. 1559 (1916); diese 


Za. Bd. 123, S. 116 (1922). 
13* 
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Schema der Verarbeitung: 
Fleischextrakt + HgCl, + NaC,H,0, 
| 


r 
Essigquecksilberniederschl. + HCl Quecksilberfiltrat 
| 


: - 
Quecksilberriickstand Salzsiiurelésung + H,S + CH,OH 
| 


pases | 
CH,OH-Riickstand Methylalkoholische Lésung + C,H,OH 


, | oe | 
Athylalkoholischer Riickstand Athylalkoholische Lésung + PtCl, 
| 


7 | 
{ 
Platinniederschlag Platinfiltrat + H,S + Pikrinsiure 





v 
Pikrinniederschlag 
(Methylguanidin) 


B. Unmittelbare Fallung des Sirups mit Pikrinsaure. 


Zwecks Vereinfachung und Herabsetzung der Unkosten  , 
der Verarbeitung machten wir einen Versuch, das Methyl- 
guanidin aus dem alkoholischen Sirup durch seine unmittelbare 
Fallung mit Pikrinsiure ohne vorliufige Entfernung einiger 
begleitender Stoffe mittels Platinchlorid zu gewinnen. 


Zuerst wurden versuchsweise 15 g Sirup mit Atznatron neutralisiert 
und mit Pikrinsiiure gefillt. 

I. Pikrinniederschlag. 1,32 g in hei’em Wasser fast unléslich, nicht ) 
krystallisierbar. 

I]. Pikrinniederschlag. Bei Einengung des Filtrats vom I. Pikrin- 
niederschlag bis zur Hilfte fiel ein 2. Pikrinniederschlag aus, in Form 
einer harzigen unkrystallisierten Masse. 

III. Pikrinniederschlag. Bei wiederholter Eindickung bis zur Halfte 
des Volumens fielen fast schwarze Krystalle aus, 0,83 g mit Schmelz- 
punkt 211°. 

III. Pikrinniederschlag zerfiel bei Umkrystallisation in Fraktionen: 

1. Fraktion. Krystallinische Driisen yon dunkelbrauner Farbe 
0,6 g, Schmelzp. 213,5°. 

2. Fraktion. Krystallinische Driisen von dunkelbrauner Farbe 0,6 g, 
Schmelzp. 216,5°. 

8. Fraktion. Krystalle von eigelber Farbe, Schmelzp. 220°. | 
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4.Fraktion. Krystalle von dunkelbrauner Farbe, Schmelzp. 214 
bis 215°. 

IV. Pikrinniederschlag entstand bei Einengung des Filtrats vom 
II. Pikrinniederschlag — 0,09 g Krystalle mit Schmelzp. 200°, nach der 
Umkrystallisierung schieden sich typische Driisen mit Schmelzp. 201,5° aus. 

Folglich gelingt es auch obne Platinchlorid mittels frak- 
tionierter Krystallisation des Filtrats, eine kleine Menge der 
typischen krystallinischen Pikrinverbindung des Methylguanidins 
zu erhalten. Auf Grund dessen wurde der ganze Rest des 


Sirups (98 g) auf diese Weise verarbeitet. 
I. Pikrinniederschlag 2,13 g nicht krystallisierbar. 

II. Pikrinniederschlag 11,86 g zerfiel bei Umkrystallisierung aus Wasser 
in folgende Fraktionen: 

1. 2,03 g, Schmelzp. 213,5°. 

2. 1,08 g, schmilzt nicht bis zu 230°. 

3. 0,15 g, schmilzt nicht bis zu 230°. 

4. 0,3 g, Schmelzp. 213° 

5. 0,1 g, Schmelzp. 207°. Nadeln zu Driisen vereinigt. 

6. 0,16 g, eigelbe Driisen, die bis zu 230° nicht schmelzen. 
7. 0,18 g, eigelbe Driisen, die bis zu 218° nicht schmelzen. 

III. Pikrinniederschlag; aus ihm gelang es auf dhnlichem Wege 
0,5 g typischer Krystalle von Methylguanidinpikrat, mit einem Schmelz- 
punkt 201,5° auszuscheiden. 

Ohne Anwendung von Platinchlorid verringert sich also 


die Ausbeute an Methylguanidinpikrat fast um 3mal, doch er- 
laubt die fraktionierte Krystallisation, das Methylguanidin von 
den begleitenden Beimengungen zu isolieren. 
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Uber die Reaktion von Schwefelkohlenstoff mit einigen 
Diaminen und Guanidinen. 
Von 


Erich Strack. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 


(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1928.) 


Wie seinerzeit gezeigt wurde, ist das Spermin im tieri- 
schen Organismus weit verbreitet'), so daB angenommen werden 
darf, daB es eine bestimmte Rolle im biologischen Geschehen 
spielt. Bei diesbeziiglichen Priifungen konnten aber bisher 
keine wesentlichen Wirkungen des Spermins festgestellt werden. 
Es lag die Vermutung nahe, da8 das Spermin als Triger ge- 
wisser physiologisch wirksamer Gruppierungen fungieren kénne, 
also in Substanzen eintreten kénne, die im Organismus syn- 
thetisiert, und nach Entfaltung ihrer Wirksamkeit event. wieder 
zerlegt werden. Deshalb wurden einige Verinderungen am 
Sperminmolekiil vorgenommen.’) So wurden Guanidinreste ein- 
gefiihrt, wodurch ein dem Synthalin dhnlicher Stoff entstand. 
Weiterhin wurden Schwefelatome angelagert. U. a. wurde 
Schwefelkohlenstoff auf die freie Base Spermin zur Einwirkung 
gebracht. Dabei bildete sich ein schén krystallisierter Stoff 
von der Zusammensetzung C,,H,,.N,S,, dem mit gewissem Vor- 
behalt Formel I zuerteilt wurde. 

Das Verhalten einiger nach diesen Gesichtspunkten dar- 
gestellten Kérper im Organismus fiihrte zu interessanten Er- 
gebnissen, tiber die an anderer Stelle berichtet werden soll. 
Da die Derivate des kostbaren Spermins in gréBerer Menge 


1) Wrede, Diese Zs. Bd. 153, S. 295 (1926). 
*) Wrede, Strack u. Hettche, Diese Zs. Bd. 173, S. 61 (1928). 
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H, H, 
»* ; 
ti 
HG OH H.C UH, 
I 
HN N—CH,CH,CH,CH,—N NH 
ae ol “a 
5 G 
| I 
S S 
NH,(CH,),NH CH,—CH,NH 
1 I, Wt | Nos . 
HS -_—-C'S CH,—CH,NH” 
H(CH,), NH(CH,),NH(CH,), NH 
IV NH-C-—SH SH —C—NH’ 
I | 
S S 
NH(CH,).NHO(NE)NH, 
cs-— SH 


schwer zuginglich sind, wurden Versuche mit einfachen Di- 
aminen (Tri-, Tetra- und Pentamethylendiamin) angestellt, um 
ahnliche K6érper zu bilden. Ihr Verhalten im Tierkérper sollte 
mit dem der Sperminderivate verglichen werden, auBerdem sollte 
ihre leicht zu erkennende Konstitution dazu dienen, Riick- 
schliisse auf die Konstitution der komplizierteren Spermin- 
abkémmlinge zu ziehen. Die Darstellung der fiir diese Zwecke 
benétigten K6érper soll in folgendem beschrieben werden. 

Ebenso wie Spermin selbst gaben auch die Diamine gut 
faBbare Verbindungen beim Zusammenbringen mit Schwefel- 
kohlenstoff. Reaktionen zwischen Trimethylendiamin und 
Schwefelkohlenstoff waren schon bekannt.') Beim Zusammen- 
geben der Komponenten in alkoholischer Lésung bildete sich 
in der Kilte eine Verbindung wie Formel II. Es besteht hier 
eine gewisse Analogie zu der friiher vielfach studierten Reaktion 
zwischen Schwefelkohlenstoff und primairen Aminen: 


2RNH, + CS, = RNH-CS-SH™NH,R , 


d. h. es bildet sich ein Derivat der Dithiocarbamidsiure, welche 


1) Schacht, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 235, S. 461 (1897). 
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Saure sich salzartig mit einer unverinderten Aminogruppe ver- 
bindet. Wenn die aus Trimethylendiamin und Schwefelkohlenstoft 
erhaltene Verbindung erhitzt wurde, spaltete sich Schwefel- 
wasserstoff ab. Es entstand fast quantitativ der Trimethylen- 
thioharnstoff. Dieser Kérper war schon bekannt.') Ich fand 
fir die analysenreine Substanz den Schmelzp. 207° Offenbar 
ist der von Lellmann und Wiirthner angegebene Schmelz- 
punkt von 198° an einem nicht ganz reinen Praparat beob- 
achtet worden.?) 

Die Dithiocarbamidsiure des ''etramethylendiamins wurde 
friiher schon dargestellt.4) Ich versuchte sie durch Erhitzen 
in alkoholischer Suspension zum RingschluB zu veranlassen. 
Dies gelang, wenn auch nicht so glatt wie bei dem Trimethylen- 
derivat. Offenbar war die Neigung zur Bildung des 7-Ringes 
(Formel III) nicht mehr so grob. 

Wie weiter zu erwarten war, blieb das Reaktionsprodukt 
zwischen Pentamethylendiamin und Schwefelkohlenstoff beim 
Erhitzen unverindert. Eine Verbindung, die ja somit einen 
8-Ring dargestellt hitte, lieB sich hier nicht erhalten. Das 
Reaktionsprodukt war nicht ganz einheitlich. Durch Extraktion 
mit kaltem Wasser lieB sich eine amorphe Verbindung iso- 
lieren, deren Analyse auf die Zusammensetzung einer Dithio- 
carbamidsaure folgender Forme! schlieBen lieB: 

NH,(C,H,,)NH «CS 
a oe 


Die leichte Bildung von Ringsystemen, namentlich von 
6-Ringen, lieB also wohl den SchluB zu, daB die eingangs an- 
gefiihrte Konstitutionsformel fiir das Reaktionsprodukt des 
Spermins mit CS, zu Recht besteht. 

Aus ahnlichen Griinden, die fiir die Darstellung obigen 
Sperminderivates angegeben wurden, wurde vor kurzem auch 
das Diguanid des Spermins mit Schwefelkohlenstoff umgesetzt. 


1) Schacht, a. a. O. 

*) Lellmann u., Wiirthner, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 228, 
S. 233 (1897). 

*) Braun u. Lemke, Chem. Ber. Bd. 55, III, S. 8551 (1922). 





2 REA A SERIE coc ey RR 











Reaktion v.Schwefelkohlenstoff mit einigen Diaminen u.Guanidinen. 201 


Hier bildete sich ein Koérper, der durch Anlagerung von 
2 Molekiilen Schwefelkohlenstoff entstanden war. Offenbar 
handelte es sich um eine Dithiocarbamidsiure, die sich gegen 
die Imidgruppe des Sperminmolekiils innerlich absiattigte (ent- 
sprechend FormelIV). Ich beabsichtigte auch bei den Guaniden 
der einfachen Diamine analoge Reaktionen mit Schwefelkohlen- 
stoff vorzunehmen. Zu diesem Zwecke wurde eine Anzahl 
Mono- und Diguanide des Tri-, Tetra- und Pentamethylen- 
diamins dargestellt, und zwar nach der Methode von Rathke.’) 
Die Guanide wurden zum Teil in freiem Zustand krystallisiert 
erhalten. 


Die Einwirkung von Schwefelkohlenstoff auf die freien 
Diguanide fihrte zu schén krystallisierten, meist gelbrot ge- 
firbten Verbindungen, deren Elementaranalyse zuerst keine 
klare Vorstellung iiber die Konstitution erlaubte. Es schien 
deshalb angezeigt, erst einmal die Reaktion zwischen Schwefel- 
kohlenstoff und einfachen Guaniden, bzw. zwischen Schwefel- 
kohlenstoff und Guanidin selbst, zu studieren, da iiber diesen 
Mechanismus scheinbar nichts in der Literatur vorlag. 


Freies Guanidin wurde deshalb mit 96°/,igem Alkohol 
und Schwefelkohlenstoff einige Stunden auf 100° erhitzt. Es 
bildeten sich gelbrote Nadeln, deren Analyse die Formel 
C,H,,.N,S, ergab. Ein Salz von analogen EKigenschaften gab 
das Methyl- und Athylguanidin mit der Summenformel C,H,,N,S, 
bzw. C,H,,N,S,- 


20° 6 

Die Verbindungen zersetzten sich mit verdiinnten Siuren 
unter Bildung von einem Molekiil Schwefelwasser=ioff. Die 
wiBrigen Lésungen gaben mit Bleiacetat einen iuBerst schwer 
léslichen, braunroten Niederschlag, dessen Analyse darauf 
schlieBen lieB, daB es sich um ein Bleisalz der Trithiokohlen- 
siure handelte. Es war durch die Einwirkung der starken 
Base auf Schwefelkohlenstoff Trithiokohlensiiure entstanden, 
die dann mit der Base ein schwer lisliches Salz einging: 


1) Zusammenstellung der Literatur vgl. bei Schotte, Prieve u. 
Roescheisen, Diese Zs, Bd. 174, S. 125 (1928). 














Erich Strack, 


CS, +2H,0 = CO,+2H,S; CS,+H,S = HS-CS-SH; 


HS-CS-SH + 2H,N-C(NH)-NH, 
= NH,C(NH)NH,-HS-CS.SH-NH,C(NH)NH, . 


Die Reaktion ist also thnlich der bei der EKinwirkung von 
alkoholischer Kali- oder Natronlauge auf Schwefelkohlenstoft 
beobachteten, wo sich bekanntlich die betreffenden Salze der 
Trithiokohlensiure bilden. Der endgiiltige Beweis, daB in den 
gelbroten Verbindungen Salze der Trithiokohlensdure vorlagen, 
wurde dadurch erbracht, daB auf Salze der Diguanide trithio- 
kohlensaures Natrium zur Einwirkung gebracht wurde. Es 


lieBen sich so dieselben Verbindungen gewinnen. 
Wihrend bei der Reaktion von Schwefelkohlenstoff auf 


die Diguanide sich nur Salze der T'rithiokohlensiure isolieren 
lieBen, war der Reaktionsverlauf bei den Monoguaniden der 
Diamine ein wesentlich anderer. Offenbar entstanden hier 
K6érper von dem Typus entspr. Formel V. Diese Verbindungen 
waren also dhnlich konstituiert wie das oben erwihnte Re- 
aktionsprodukt aus Spermindiguanid und Schwefelkohlenstoff, 
es waren auch Dithiocarbamidsiuren entstanden, die sich gegen 
eine Aminogruppe des eigenen Molekiils absittigten. 


Experimentelles, 
Reaktionen zwischen Diaminen und Schwefelkohlenstoff. 


Tetramethylendiamin und Schwefelkohlenstoff. 

Dithiocarbamidsiure C,H,,N,S,.1) Etwa 2 g freies 
Putrescin werden in etwa 20 ccm 96°/,igem Alkohol gelést 
und mit etwa 2 ccm Schwefelkohlenstoff verriihrt. Unter Er- 
wirmung entsteht eine weiBe Fillung. Sie wird aus heiBem 
Wasser umkrystallisiert. 

85,381 mg Substanz brauchten 21,64 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
25,99 eem n/10-Ba(OH), fiir H.?) 

2,794 mg Substanz gaben 0,411 ccm N (23°, 760 mm). 

0,1005 g " »  0,2934 g BaSQ,. 


1) y. Braun u. Lemke, Chem. Ber. Bd. 55, III, S. 3551 (1922), 
2) Analyse nach Lindner, Zs. Anal. Ch. Bd. 66, S, 8305 (1925). 
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C.H,,N,S8, (164,26) 
Ber. 36,54°/, C 7,37 °/, H 17,06 °/, N 39,04 %/, S 
Gef. 36,70 7,40 16,96 40,09 


Der Kérper bildet weiBe, derbe Krystalle vom Schmelz- 
punkt 173° (unkorr.). Beim Schmelzen tritt Gasentwicklung 
(Schwefelwasserstoff) auf. Er ist in heiBem Wasser ldslich, in 
Alkohol unléslich. Wird er mit verdiinnter Salzsiure gekocht, 
so entwickelt sich Schwefelwasserstoff; es bildet sich Putrescin- 
chlorhydrat, das sich in reiner Form isolieren 1aBt. 


Tetramethylenthioharnstoff C,H,,N,S. Die Dithio- 
carbamidsiure wird in alkoholischer Suspension 10 Stunden 
in geschlossenem Rohr auf 100° erhitzt; beim Offnen des 
Rohres entweicht Schwefelwasserstoff. Der Rohrinhalt wird 
eingedampft, der Riickstand wird mehrmals mit heiBem Alkohol 
ausgekocht. Aus den alkoholischen Extrakten scheidet sich 
beim Einengen und Abkihlen der Tetramethylenthioharnstoff 
ab. Er wird aus wiBrigem Alkohol umkrystallisiert. 


25,195 mg Substanz brauchten 19,40 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
19,61 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 


3,359 mg Substanz gaben 0,628 ccm N (20°, 760 mm). 


0,1268 g . »  0,2300 g BaSQ,. 

C,H,,.N.S (130,18) 
Ber. 46,11°/, C 7,749), H 21,52 9/, N 24,63 %/, S 
Gef. 46,20 7,85 21,78 24,91 


Die Substanz bildet groBe, weiBe Blattchen, die bei 177° 
(unkorr.) schmelzen. Sie ist léslich in Wasser und in Alkohol; 
gegen heiBe Salzsiure ist sie bestandig. 


) Pentamethylendiamin und Schwefelkohlenstoff. 


| Bei der Reaktion wurde nur ein éliges Produkt erhalten, 
\ das zum groBen Teil aus der Dithiocarbamidsiure besteht. 

Zur Reinigung wird das Reaktionsprodukt im Vakuum ge- 
: trocknet, wobei es sich in eine schaumige, leicht pulverisier- 
- bare Masse verwandelt. Das Pulver wird mit kaltem Wasser 
digeriert, in dem es sich zum gréBten Teil lést. Die filtrierte 
Lésung wird mit Salzsiure versetzt, wobei ein zaher Sirup 
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ausfallt. Dieser wird mit Alkohol gewaschen und im Vakuum 
bei 80° getrocknet. 
2,870 mg Substanz gaben 0,392 cem N (20°, 769 mm). 


0,0566 g »  0,1435 g BaSO, + 0,0 g AgCl. 
C,H,,N,8, (178,28) Ber. 15,72°/, N 35,97 9/, S 
Gef. 16,10 34,82 


Die Substanz bildet nach dem Trocknen im Vakuum ein weiBes 
Pulver, das sich ziemlich leicht in Wasser lést. Die Lésung gibt mit 
Siiuren eine Fiillung. Ebenso gibt die Lésung eine Fallung mit Cad- 
miumehlorid. Der Cadmiumniederschlag ist chlorfrei und hat ungefabr 
die Zusammensetzung (NH,(C,H,,)NHCss),Cd. Wird die Lésung mit 
Barytwasser und dann mit Alkohol versetzt, so krystallisiert ein Barium- 
salz aus, von dessen Analyse abgesehen wurde. Mit Silbernitrat ent- 
steht ein schwarzer Niederschlag. 


Darstellung von Guaniden.’) 


Athylpseudothioharnstoffbromhydrat wird in wenig abso- 
lutem Alkohol gelést. Zu der Liésung wird eine iquivalente 
Menge des freien Diamins gegeben. Die Mischung bleibt 
unter dem Abzug 5 Tage stehen. Es wird mit Bromwasser- 
stoftsiure gerade kongosauer gemacht und im Vakuum ein- 
gedampft. Bei einigen Ké6rpern krystallisiert das Brom- 
hydrat direkt aus. Am besten werden die Guanide in Form 
ihrer Sulfate isoliert. Dazu werden die wiBrigen Loésungen 
der Bromhydrate mit einer Suspension von Silbersulfat um- 
gesetzt. Das Filtrat wird mit Schwefelwasserstoff von iiber- 
schiissigem Silber befreit. Beim Eindampfen krystallisieren 
die Sulfate aus. Aus den Sulfaten lassen sich durch Um- 
setzen mit Bariumhydroxyd die freien Guanide gewinnen. Die 
freien Diguanide von Tri-, Tetra- und Pentamethylendiamin 
werden so in krystallisierter Form erhalten. 


1-Guanido-3-Aminopropan, Das Bromhydrat wird 
in reinster Form aus der freien Base, die aus dem Sulfat be- 
reitet war (vgl. oben), durch Neutralisation mit Bromwasser- 
stoffsiure gewonnen, Es krystallisiert aus Alkohol auf vor- 
sichtigen Zusatz von Ather. 


') Nach Rathke, a a. O. 
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3,076 mg Substanz gaben 0,537 ecem N (18°, 760 mm). 
C,H,.N,°2 HBr (278,01) Ber. 20,16 °/, N 
Gef. 20,48 


Es ist leicht léslich in Wasser und in Alkohol, schmilzt 
bei 116° (unkorr.). Das Sulfat (Darstellung vgl. oben) wird 
aus der waBrigen Lésung durch Zusatz von Alkohol gewonnen. 

81,880 mg Substanz brauchten 11,81 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
20,63 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1456 g Substanz gaben 0,1590 g BaSQ,. 

C,H,.N,+H,SO, (214,24) Ber. 22,419, C 659%, H 14,97%, S 
Gef. 22,23 6,52 15,00 

Ks krystallisiert in weiBen, derben Nadeln vom Schmelz- 
punkt 265° (unkorr.). Es ist wenig léslich in kaltem Wasser, 
leichter in heiBem, unléslich ist es in Alkohol. Die freie 
Base wird aus dem Sulfat durch quantitatives Umsetzen mit 
Bariumhydroxyd gewonnen. Sie bildet einen hygroskopischen 
Sirup, der in Alkohol léslich ist. 


1,38-Diguanidopropan. Das Bromhydrat wird durch 
Krystallisation aus warmem Alkohol gewonnen. 
1,712 mg Substanz gaben 0,377 ccm N (18°, 762 mm). 


C,H,,N,-2HBr (320,05) Ber. 26,27 "I. N 
Gef. 25,90 


Die Substanz bildet weiBe Nadeln, die bei etwa 218° 
(unkorr.) schmelzen. Sie sind in Wasser und in warmem 
Alkohol leicht léslich. — Das Sulfat krystallisiert aus Wasser. 

1,445 mg Substanz gaben 0,407 cem N (20°, 760 mm). 

C,H,,N,-H,SO, (256,27) Ber. 382,80°/, N 
Gef. 32,81 

Ks bildet weiBe Nadeln, die unscharf bei 270° (unkorr.) 
schmelzen, nachdem sie bei etwa 260° sinterten. Sie lésen 
sich leicht in heiBem Wasser, nicht in Alkohol. — Die freie 
Base wird aus dem Sulfat gewonnen, indem dieses in wiiBriger 
Lésung quantitativ mit Bariumhydroxyd umgesetzt wird. Beim 
Einengen des Filtrates im Vakuum hinterbleibt ein Sirup. 
Dieser wird in Aikohol aufgenommen, das Filtrat wird im 
Exsiccator eingedunstet, worauf Krystallisation erfolgt. 
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31,220 mg Substanz brauchten 19,64 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
28,50 cem n/10-Ba(OH), fir H. 
1,095 mg Substanz gaben 0,501 com N (22°, 756 mm). 
C;H,,N, (158,2) Ber. 37,949/, C 8,92, H_—-53,13 9/, N 
Gef. 37,75 9,20 52,67 


Die freie Base bildet weibe, derbe Krystalle vom Schmelz- 
punkt 135° (unkorr.). Sie lést sich leicht in Wasser und 
Alkohol, an der Luft zerflieBt sie. 


1,4-Diguanidobutan./) Das Bromhydrat wird aus 
warmem Alkohol umkrystallisiert. 
1,889 mg Substanz gaben 0,412 cem N (20°, 761 mm). 


C,H,.N,-2HBr (334,08) Ber. 25,16°/, N 
Gef. 25,44 


Der Kérper bildet weiBe Krystalle, die bei 205° sintern und bei 
212° (unkorr.) schmelzen. Er ist léslich in Wasser, wenig léslich in 
kaltem Alkohol. — Das Sulfat wird aus Wasser krystallisiert ab- 
geschieden. 

27,874 mg Substanz brauchten 12,29 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
17,89 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

1,530 mg Substanz gaben 0,414 ccm N (21°, 761 mm). 
C,H,,N,:H,SO, (270,30) Ber. 26,65°/, C 6,72°/, H  31,10°/, N 

Gef. 26,46 6,47 31,46 


Es bildet weiBe Krystalle vom Schmelzp. 297° (unkorr.), die schwer 
léslich in kaltem Wasser sind. — Durch quantitatives Umsetzen des 
Sulfates mit Bariumhydroxyd und Eindampfen der Lésung wird das 
freie 1,4-Diguanidobutan krystallinisch erhalten. Die Krystalle 
werden in warmem Alkohol gelést und durch Atherzusatz wieder ab- 
geschieden. 

1,157 mg Substanz gaben 0,478 ecm N (22°, 765 mm). 

C,H,,Nzg (172,22) Ber. 48,81 °/, N 
Gef. 48,12 

Der Kérper bildet weiBe Krystalle vom Schmelzp. 190° (unkorr.), 
die an der Luft zerflieBen. 

l-Guanido-5-Aminopentan. Das Bromhydrat wird aus 
Alkohol durch Atherzusatz krystallisiert erhalten. 

27,940 mg Substanz brauchten 11,04 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
16,69 ccm n/10-Ba(OH), fiir H. 


') Andere Darstellung nach Kiesel, Diese Zs. Bd. 118, 8. 279 (1922). 
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2,438 mg Substanz gaben 0,391 cem N (19°, 760 mm). 
C.H,.N,:2HBr (306,06) Ber. 28,519, C 5,93°/, H 18,31°/, N 
Gef. 23,71 6,02 18,75 

Die Verbindung bildet weiBe Krystalle, die bei 105° (unkorr.) zu 
einer triiben Schmelze zusammenflieBen. Sie ist in Wasser und Alkohol 
leicht léslich. — Das Sulfat wird in iiblicher Weise durch Umsetzen 
mit Silbersulfat dargestellt. 

1,926 mg Substanz gaben 0,390 ecm N (23°, 767 mm). 

0,1405 g . »  0,1315 g BaSO,. 

C,H,.N,-H,SO, (242,28) Ber. 23,13°/, N 13,23 °/, S 

Gef. 23,57 12,86 

Es bildet weiBe, tafelformige Krystalle vom Schmelzp. 284 ° (unkorr.), 
die in Wasser léslich, in Alkohol schwer léslich sind. — Die freie 
Base krystallisiert auch nach lingerem Stehen im Exsiccator nicht. 

1,5-Diguanidopentan.') Das Bromhydrat krystallisiert aus der 
alkoholischen Lésung schon bei der Darstellung aus. Durch Um- 
krystallisieren aus Alkohol wird es gereinigt. 

1,998 mg Substanz gaben 0,420 cem N (22°, 769 mm). 

C,H,,N,*2HBr (348,09) Ber. 24,15 °/, N 
Gef. 24,61 


Die Substanz ist in Wasser sehr leicht léslich, sie schmilzt bei 


217° (unkorr.) nachdem sie bei 212° gesintert war. — Das Sulfat wird 
durch Umsetzen mit Silbersulfat gewonnen. Es wird aus heiBem Wasser 
umkrystallisiert. 


32,160 mg Substanz brauchten 15,90 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
22,36 ecm n/10-Ba(OH), fiir H. 

1,927 mg Substanz gaben 0,485 cem N (20°, 757 mm). 
C,H,,Ng+H,SO, (284,31) Ber. 29,56°, © 7,09%, H 29,57, N 

Gef. 29,67 7,01 29,21 

Das Salz krystallisiert in weiBen, derben Nadeln vom Schmelz- 
punkt 317° (unkorr.). Es ist sehr schwer léslich in kaltem Wasser, fast 
unléslich in Alkohol. — Die freie Base, die durch Umsetzen des 
Sulfates mit Barythydrat erhalten wird, krystallisiert. Sie wird ebenso 
wie die entsprechende Tetramethylenverbindung aus Alkohol durch 
Atherzusatz umkrystallisiert. 

1,210 mg Substanz gaben 0,463 cem N (19°, 756 mm). 

C,H,,N, (186,23) Ber. 45,12 °/, N 
Gef. 44,50 

Die Base bildet weiBe Nadeln, die bei 173° (unkorr.) unter Auf- 

schiiumen schmelzen. Sie lést sich leicht in Wasser und Alkohol. 


1) Andere Darstellung vgl. Ripke, Diese Zs. Bd. 72, 485 (1911). 
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Einwirkung von Schwefelkohlenstoff auf Guanidine. 


Guanidin und Schwefelkohlenstoff. Das freie Guani- 
din wird aus dem Sulfat durch quantitatives Umsetzen mit 
Barythydrat gewonnen. Der sirupése Abdampfrickstand wird 
in der etwa 20 fachen Menge Alkohol gelést, die Lésung wird 
in ein Kinschlubrohr filtriert und mit einem UberschuB von 
Schwefelkohlenstoff versetzt. Das Rohr wird geschlossen und 
2 Stunden auf 100° erhitzt. Die klare, orangefarbene Fliissig- 
keit erstarrt beim Abkiihlen zu einem Krystallbrei. Die 
Krystalle werden abgesaugt und mit Alkohol gewaschen. Sie 
kénnen aus wenig warmem Wasser umkrystallisiert werden. 

24,300 mg Substanz brauchten 6,36 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
12,91 ccm n/10-Ba(OH), fiir H. 

1,924 mg Substanz gaben 0,592 ccm N (16°, 760 mm). 

0,0793 g " »  0,2413 g BaSQ,. 

C,H,.N,S, (228,35) 
Ber. 15,77°/, C 5,30 °/, H 36,81 °/, N 42,12°/, S 
Gef. 15,70 | 5,35 36,35 41,79 

Die Substanz bildet schéne gelbrote Krystalle, die bei 
125° sintern, bei etwa 133—135° (unkorr.) zu einer klaren 
Fliissigkeit schmelzen. Bei stiirkerem Erhitzen wird die 
Schmelze dunkel, wobei Schwefelwasserstoff unter Schiumen 
abgegeben wird; dann verwandelt sie sich in eine wasserklare 
Fliissigkeit, die beim Abkihlen erstarrt, Die Léslichkeit der 
Krystalle in Wasser ist erheblich, die in kaltem Alkohol ge- 
ring. Beim Versetzen einer wifrigen Liésung mit verdiinnter 
Siure wird die Lésung farblos; es entwickelt sich dabei 
Schwefelwasserstoff. Schon Kohlensiure bewirkt diese Zer- 
setzung. Die Menge des entwickelten Schwefelwasserstoffs 
entspricht einem Molekil. Wird die wabBrige Lésung des 
Salzes mit Bleiacetat versetzt, so bildet sich ein roter Nieder- 
schlag. Derselbe ist so unléslich, dab er weder durch Schwefel- 
wasserstoff noch durch Mineralsiuren zerlegt wird. 

Das Bleisalz wird abgesaugt und mit Wasser und Alkohol 
gewaschen. Da nach kurzer Zeit Zersetzuung eintritt, muB 
schnell im Exsiccator getrocknet werden. Die nicht ganz 
wasserfreie Substanz ergibt folgende Analysendaten: 
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60,255 mg Substanz brauchten 2,95 cem n/10-Ba(OH), fiir C + 
2,02 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

0,1986 g Substanz gaben 0,1953 g PbSOQ,. 

Etwa 10mg_,, » 0,0 ceem N. 

Fiir Cs,Pb (315,4) 
Ber. 3,81 °/, C 65,70 °/, Pb 
Gef. 2,94 67,18 (0,34 °/) H 0°, N). 

Das Bleisalz verhilt sich ganz gleich, wie das aus Natrium- 
trithiocarbonat und Bleiacetat erhaltene. Dieses gab fast die 
gleichen Analysendaten. Beim Zusammenbringen von Lésungen 
des Natriumtrithiocarbonats und Guanidinsulfats entstehen die 
oben geschilderten Krystalle vom Schmelzp. 133—135°. Es 
handelt sich somit sicher um Guanidintrithiocarbonat. In 
gleicher Weise werden die Trithiocarbonate vom Monomethyl- 
und Monoithylguanidin gewonnen. Sie bilden gelbrote Krystalle 
von ahnlicher Léslichkeit vom Schmelzp. 153° bzw. 165° (unkorr.). 

Die Trithiocarbonate der Diguanide werden in ganz ent- 
sprechender Weise aus Schwefelkohlenstoff und den freien 
Basen durch Erhitzen in alkoholischer Lésung gewonnen. 
Ebenso lassen sie sich aus Natriumtrithiocarbonat und den 
entsprechenden Salzen der Diguanide gewinnen. 

Trithiocarbonat des 1,3-Diguanidopropans. 

26,236 mg Substanz brauchten 11,95 ecm n/10-Ba(OH), fir C + 
15,78 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 

2,240 mg Substanz gaben 0,584 cem N (20°, 769 mm). 

C,H,.N,Ss (268,40) Ber. 26,84°/,C 6,01°/, H — 31,32°%/, N 
Gef. 27,38 6,06 30,73 


Die Substanz bildet orangerote, derbe Nadeln, die bei etwa 95° 
(unkorr.) unter Zersetzung schmelzen. Sie ist in heiBem Wasser ziem- 
lich léslich, wenig léslich in Alkohol. Aus kochendem, kohlensiiure- 
freien Wasser kann sie umkrystallisiert werden. 

Trithiocarbonat des 1,4-Diguanidobutans. 

23,045 mg Substanz brauchten 11,71 cem n/10-Ba(QH), fir C + 
15,42 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

2,313 mg Substanz gaben 0,579 com N (18°, 762 mm). 

01377g 4, 4 0,8823 g BaSO,. 

C,H,,N,S, (282,41) 
Ber. 29,75 °/, C 6,42°/, H 29,77 °/, N 33,06 %/, S 
Gef. 30,49 6,75 29,45 33,14 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXX, 14 
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Die gelbroten Krystalle schmelzen bei 193° (unkorr.) unter 
Zersetzung. Sie lésen sich nur schwer in heiBem Wasser, fast 
gar nicht in Alkohol. 

Trithiocarbonat des 1,5-Diguanidopentans. 

2,071 mg Substanz gaben 0,494 ccm N (19°, 772 mm). 

C,H,N,S, (296,44) Ber. 28,36 /) N 
Gef. 28,33 

Die gelben Krystalle schmelzen unter Zersetzung bei etwa 

190° (unkorr.). Sie lésen sich sehr schwer in Wasser, fast 


gar nicht in Alkohol. 

Bei der Einwirkung von Schwefelkohlenstoff auf die Mono- 
guanide der Diamine entstehen, wie oben erwahnt, Dithio- 
carbamidsiuren, die sich innerlich absittigen. 

1-Guanido-4-Aminobutan (Agmatin) und Schwefel- 
kohlenstoff. Die bei der Reaktion entstandenen gelbweiBen 
Krystalle wurden abgesaugt und zur Reinigung in verdiinnter 
Salzsiure geliést. Beim Zusatz von iiberschiissigem Ammoniak 
fallt die Substanz krystallinisch aus. 

17,367 mg Substanz brauchten 9,95 cem n/10-Ba(OH), fir C + 
11,64 ecm n/10-Ba(OH), fiir H. 

1,681 mg Substanz gaben 0,390 cem N (19°, 764 mm). 


0,1277 g ‘. »  0,2865 g BaSQ,. 

C,H,,N,S, (206,30) 
Ber. 34,91 °/, C 6,84°/, H 27,16 %/, N 31,08 °/, S 
Gef. 34,38 6,75 27,26 30,81 


Der Kérper bildet weibe Krystallnadeln, die beim Liegen 
an der Luft sich etwas griinlich fairben. Er sintert bei 200°, 
schmilzt bei 210° (unkorr.) unter Aufschiumen. In Wasser 
ist er fast unldslich, léslich dagegen ohne Zersetzung in ver- 
diinnter Natronlauge und in Mineralsiuren. Durch Ammoniak 
wird er aus diesen Saurelésungen krystallinisch gefiallt. 

1-Guanido-5-Aminopentan und Schwefelkohlen- 
stoff. Das feste Reaktionsprodukt wird in verdiinnter Salz- 
siure gelést und mit iiberschiissigem Ammoniak gefillt. 

1,897 mg Substanz gaben 0,420 cem N (23°, 760 mm), 


C,H,,N,8, (220,32) Ber. 25,44 °/, N 
Gef. 25,53 
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Die Substanz bildet gelblich-weiBe Krystalle vom Schmelz- 
punkt 201° (unkorr.). Sie ist in Wasser und Alkohol fast 
unléslich, léslich in verdiinnten Mineralsiuren und Natronlauge, 
dagegen nicht in verdiinnter Essigsiure und Ammoniak. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke 
ich fir Mittel, die zur Durchfiihrung der Arbeit bendtigt 
wurden. Ebenso bin ich fiir Unterstiitzungen der Justus Liebig- 
Gesellschaft zu Dank verpflichtet. 


14° 
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3. Mitteilung iiber Insulin.}) 
Von 


Karl Freudenberg und Wilhelm Dirscherl. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 16. November 1928.) 


Im Verlaufe unserer Untersuchungen iiber Insulin haben 
wir ein MeBverfahren ausgebildet, das wir in der 2, Mitteilung‘) 
beschrieben, aber neuerdings weiter entwickelt haben. Da es 
in der neuen Form bereits in der folgenden Mitteilung von 
W. Dirscherl zur Anwendung kommt, wollen wir kurz dariiber 
berichten, 

Zweierlei Art sind die Aufgaben der Insulinmessung. Wenn 
Priparate fremder Laboratorien zu bestimmen sind, insbesondere, 
wenn in der Industrie neu dargestellte Priparate geeicht werden 
miissen, so werden sie mit dem internationalen Standard- 
priparat verglichen, nach Verfahren, die ebenso wie dieses 
Standardpriparat festgelegt und in der Insulinliteratur zur 
(seniige beschrieben worden sind.”) 

Der zweite Fall ist gegeben, wenn im Gange einer Unter- 
suchung laufende Messungen nétig sind und es zu umstandlich, 
ja unmdglich wire, jedesmal die Parallelmessung mit dem 
Standardpriparat durchzufiihren. Hierbei kommt es auf ein 
Verfahren an, das auf der einen Seite die fiir den gegebenen 
Zweck erforderliche Genauigkeit gewihrleistet, andererseits aber 
schlagfertig genug ist, um dem Gang der Untersuchung folgen 


') 2. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 175, S. 1 (1928). 
*) The biol. Standardisation of Insulin, Publ. of the League of 
Nations, C, H. 398, Genf 1926. 
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zu kénnen. Unter diesen Gesichtspunkten haben verschiedene 
Insulinlaboratorien ihre eigene Methodik ausgebildet und trotz 
internationaler Festsetzungen beibehalten. Wir sehen in dieser 
Vielfaltigkeit keinen Nachteil, denn die MeBmethodik, die noch 
keineswegs abgeschlossen ist, wird auf diese Weise am besten 
weiter entwickelt werden. Allerdings muB gefordert werden, 
daB jede dieser ,,Laboratoriums-Einheiten“, wie sie nach den 
verschiedenen Verfahren ermittelt werden, zu der Standard- 
einheit (0,125 mg des internationalen Standardpriparates) in 
Beziehung gebracht wird. 

Letzten Endes beziehen sich alle absoluten Insulin- 
messungen unmittelbar oder mit Hilfe von Proportionalitits- 
faktoren auf eine gut vorstellbare GréBe, naimlich die Menge 
Insulin, die nétig ist, um bei einem leichten Kaninchen (von 
2 kg Gewicht) die reduzierenden Anteile des Blutes vom Anfangs- 
wert, der gewohnlich 1°/,, Glucose entspricht, auf den tiefsten, 
mit steigender Dosis asymptotisch erreichbaren Stand von rund 
0,45°/,, herabzudriicken. Dieser untere Betrag schwankt stark 
und wird Krampfgrenze genannt, weil manche Kaninchen, ins- 
besondere solche, die an die Insulinbehandlung nicht gewéohnt 
sind, bei diesem Stande ihres Blutzuckers in Krimpfe fallen. 
Unlaingst hat S. Somogyi’), indem er iltere Versuche und Ver- 
mutungen bestiitigte, gezeigt, daB das Blut auBer Glucose noch 
andere reduzierende Anteile enthilt in einem Betrage, der 
nach seiner Reduktionswirkung rund 0,3°/,, Glucose entspricht. 
Demnach besteht der reduzierende Anteil des Blutes, der nach 
subcutaner Injektion einer geniigenden Insulinmenge im Blute 
verbleibt, ganz oder zum gréBten Teil aus reduzierenden Stoffen, 
die keine Glucose sind; Insulin bringt also die wirklich vor- 
handene Glucose ganz oder fast ganz zum Verschwinden. 

Da man bei allen Verfahren, die sich der Reduktions- 
methode bedienen, die Glucose mitsamt dem reduzierenden 
Anteil miBt, der zum gréBten Teil nicht aus Glucose besteht, 
so ist es ganz in der Ordnung und theoretisch begriindet, dab 
man ailgemein als MaBstab fiir die Starke eines Priiparates 





1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 75, S. 42 (1927). 
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den Abfall von Anfangsblutzucker auf die Krampfgrenze ge- 
wahlt hat. 

Diesen natiirlichen Grundlagen der Insulinwirkung haben 
auch wir unser in der 2. Mitteilung') beschriebenes MeBverfahren 
angepaBt und uns bemiiht, in dieser, Richtung noch weiter 
zu gehen. Auch unsere Laboratoriumseinheit ist die Menge 
Insulin, die den Blutzucker eines 2 kg wiegenden Kaninchens auf 
0,45°/,, senkt. Wenn dieser Betrag mit der abnlich definierten 
Laboratoriumseinheit von KE. Laqueur und anderen nicht von 
vornherein iibereinstimmt, so liegt dies an der verschiedenen 
Art, wie jeder die Versuchsziffern gewinnt und auswertet. Da 
es sich in unserem Falle darum handelt, auch Bruchteile einer 
Kinheit fiir die Auswertung mit zu verwenden, so mu8 vor 
allem die Kurve beriicksichtigt werden, welche die Abhingigkeit 
der Wirkung von der Menge des Insulins zum Ausdruck bringt. 

Bereits friiher haben wir die weit von einer Geraden ab- 
weichende Kurve?) mitgeteilt, wie wir sie fiir unsere Messungen 
verwendet haben. Wir haben sie erneut durchgemessen und 
verfolgen sie bei der Auswertung eines jeden Praparates, da 
wir stets verschiedene Dosen einspritzen. Die beste Fassung, 
die wir der Kurve zurzeit auf Grund vieler Messungen geben 
kénnen, enthalt die Tabelle. 








Laboratoriums- , J 1,0 
itatinen 0,05 | 0,1] 0,2}0,3}0,4]0,510,6]0,7]0,8] 0,9 a. oie 









































prozent. Wirkung | 28 | 42 | 56 64 | 71 | 77| 83] ss] 92| 96 | 100 


Hier bedeutet ,,prozentuale Wirkung* die Senkung des 
Blutzuckers in Prozenten, die von einer Insulinmenge hervor- 
gerufen wird, wenn der jeweils gemessene Anfangsblutzucker 
gleich Null, die asymptotisch erreichbare Krampfgrenze, die 
ein fiir allemal gleich 0,45°/,, Zucker angenommen ist, gleich 
Hundert gesetzt ist. Ohne willkiirliche Festsetzungen laBt sich 
auch hier nicht arbeiten. Eine solche bedeutet die Festlegung 


1) A.a. O. 
®) Vgl. C.H. Best, Handb. d. biol. Arbeitsmethoden, Abt. V, Teil 3B, 
S. 519 (1927). 
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der Krampfgrenze, vor allem aber die Zahl und Art der 
Messungen und der Auswertung. Die Einzelheiten sind in 
der 2. Abhandlung mitgeteilt worden. Bei jedem Versuch, der 
mehr als eine erste Orientierung bedeutet, werden 3 Dosen an 
je 6 oder mehr Tieren gepriift. Uberall, wo nicht abnorme 
Verhiltnisse vorliegen, wird dafir gesorgt, daB ein Teil der Dosen 
die Einheit erreicht oder ihr doch nahe kommt. Es kann 
nicht genug betont werden, daB Messungen, die unter dieser 
Mindestforderung bleiben, wertlos sind. Von jedem Tier werden 
3 Blutproben vor der Injektion, 3 nach 2 Stunden entnommen. 
Hierin liegt eine weitere willkiirliche Festsetzung. Wir nehmen 
in Kauf, daB bei manchen Tieren nach 2 Stunden der tiefste 
Stand des Zuckers noch nicht erreicht ist. Die Abweichung 
ist jedoch sehr gering und der Mangel wird aufgehoben durch 
den Vorteil, daB dieses abgekiirzte Verfahren die technische 
Moglichkeit bietet, um so mehr Tiere heranzuziehen. 

In unserem Verfahren streben wir also einen Ausgleich 
an elinerseits zwischen einer idealen Messung, die auf die 
natiirlichen Bedingungen der Insulinwirkung Riicksicht nimmt 
und mit einer Unzahl von Tieren arbeiten miibte, und anderer- 
seits einer Messung, die im Gange einer Untersuchung technisch 
durchfithrbar ist. Es handelt sich also um ein Kompromib, 
und es bleibt nur iibrig, das Verhiltnis unserer Laboratoriums- 
einheit zur Standardeinheit festzusetzen; unsere Messungen 
haben ergeben, daB eine unserer Laboratoriumeinheiten gleich 
1,8 Standardeinheiten ist. Fir unsere bisherigen Versuche 
und die in der folgenden Arbeit beschriebenen ist dieses Ver- 
haltnis itibrigens gleichgiiltig. 

Herr J. J. Abel hatte die Giite, uns eine Probe jenes 
krystallinen Insulins zu schicken, das im Juni 1928 von 
V. du Vigneaud, E. M. K&. Geiling und C, A. Eddy gemessen 
wurde.') Die amerikanischen Autoren haben nach den Vor- 
schriften des Insulin-Komitees zu Toronto gearbeitet, aber 
keinen Vergleich mit einem Standardpriparat ausgefiihrt. 
Ferner gehen sie auf geringere Dosen herunter, als die To- 





1) Jl. of Pharmacol. u. Exp. Therapeutics Bd. 33, S. 497 (1928). 
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rontoer Vorschrift zulaBt, die iiberhaupt weniger fiir absolute 
als fiir vergleichende Messungen geeignet ist und in solchen 
Fallen zu hohe Werte liefert. Aus diesem Grunde finden 
V. du Vigneaud und seine Mitarbeiter 54 Kinheiten im Milli- 
gramm, wihrend wir im vorgeschriebenen Vergleichsverfahren 
mit Standardinsulin im November 1928 nur -23 Einheiten 
feststellen konnten. (18 Tiere fiir Abels Insulin, 36 Tiere fiir 
Standard-Insulin; in beiden Fillen wurden Dosen von vor- 
geschriebener Starke verwendet.) Auch die direkte Messung 
nach unserer Methode unter Verwendung des Faktors 1,8 
fiihrt zu dem sehr &hnlichen Wert von 26 Standardeinheiten 
im Milligramm (45 Tiere). 

Wir bezweifeln nicht, daB dieses krystallisierende Priparat 
der hauptsichliche Trager der Wirksamkeit technischer Pri- 
parate ist. Wir halten Insulin fiir einen Eiwei8kérper mit 
prosthetischer Gruppe, die durch das Protein geschiitzt ist. 
Ist letzteres abgebaut oder entfernt, so kénnen sehr wohl 
wirksamere Priparate von geringerer Haltbarkeit vorkommen, 
wie sie KX. Dingemanse!) beschreibt. Hierhin scheinen auch 
die siure-unléslichen Priparate zu gehéren, iiber die sich in 
der folgenden Abhandlung einige Angaben finden, die in einer 
spiiteren Mitteilung ausfiihrlicher behandelt werden sollen. 


Fiir die Gewaihrung von Mitteln sagen wir der Notgemein- 
schaft der Deutschen Wissenschaft sowie der I. G. Farben- 
industrie, Werk Hochst, unseren aufrichtigen Dank. 


') Arch. Exp. Path. u. Pharm. Bd, 128, S. 44 (1928); Arch. Néerland. 
de Physiol. de homme Bd. 12, 8, 259 (1927). 
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Die Wirkung von Pepsin auf Insulin und seine 
Acetylderivate. 


4, Mitteilung tiber Insulin.’) 


Von 


Wilhelm Dirscherl. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 10. Novewber 1428.) 


Einleitung. 


Friihere Versuche von K. Freudenberg und W. Dirscherl 
haben ergeben?), daB Insulin durch Essigsiiureanhydrid und 
Pyridin in ein nahezu unwirksames ,,Acetylinsulin® verwandelt 
wird und daB hieraus durch verdiinntes Alkali ein ,,Regenerat“ 
gewonnen werden kann, das durchschnittlich +/, der Wirk- 
samkeit des urspriinglichen Insulins aufweist. Zunichst schien 
es, als wire ein Teil des Insulins ('/,) bei der Behand- 
lung mit n/30-Alkali von den Acetylgruppen befreit und 
wieder zur vollen Wirksamkeit erweckt worden; der gréBere 
Teil (?/,) ware durch diese Behandlung unwirksam geworden. 
Wahrscheinlicher ist jedoch die Auffassung, daB der wieder 
wirksam gewordene Anteil kein Insulin selbst, sondern ein 
noch mit Acetylgruppen besetztes Derivat des Insulins ist, 
das ,.Regenerat“ genannt wurde. Denn einmal vertrigt das 


1) Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
I. G. Farbenindustrie, Werk Héchst, sind wir fiir die Unterstiitzung der 


Arbeit zu groBem Dank verpflichtet. 
K. Freudenberg und W. Dirscherl. 


*) 2. Mitteilung: Diese Zs. Bd. 175, S. 1 (1928). 
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verwendete Insulin diese Alkalibehandlung 24 Stunden lang 
ohne Schidigung, zum anderen ist das Regenerat bei noch 
lingerer Einwirkung des Alkalis bestindiger als das Ausgangs- 
material und daher von diesem verschieden. _Und schlieBlich 
zeigt das Regenerat nach erneuter Acetylierung und folgender 
Behandlung mit n/30-Alkali nur noch eine ganz geringe Ein- 
buBe seiner vorigen Stirke, nimlich von 30°/, des urspriing- 
lichen Insulins auf etwa 25°/,; lage freies Insulin vor, so 
hatte es wiederum auf ?/,, also auf rund 10°/, der urspriing- 
lichen Starke herabgemindert werden miissen. Bei jenen Ver- 
suchen war es ebenso wie bei den hier beschriebenen ohne 
Belang, daB das verwendete Insulin unrein war und nur etwa 
5 °/, ,,Reininsulin“ enthielt, wenn man als solches das krystalli- 
sierte Priparat von J. J. Abel ansieht. 

Die Annahme, daB der wirksame Bestandteil der tech- 
nischen Insulinpriparate je nach den Arbeitsbedingungen in 
zwei verschiedene Acetylderivate, das ,Acetylinsulin« und das 
,Regenerat“ iibergefiihrt werden kann, fiihrte zu der Frage 
hin, ob diese Derivate Enzymen gegeniiber dasselbe Verhalten 
zeigen wie das Insulin selbst. Bei der peroralen Darreichung 
zeigte sich keinerlei Wirkung. Herr Dr. P. Miller hatte die 
Giite, die beiden Priparate in der hiesigen medizinischen 
Klinik am pankreaslosen Hunde zu priifen. Damit war noch 
nicht entschieden, an welcher Stelle des Verdauungstraktes 
diese Acetylderivate unwirksam werden oder ob andere Griinde 
dafiir zu suchen sind. Es wurde deshalb zunachst das Ver- 
halten dieser beiden Derivate gegeniiber Pepsin untersucht. 
Bei dieser Gelegenheit muBte auch die Kinwirkung des Pepsins 
auf Insulin selbst erneut studiert werden, obwohl dieser Gegen- 
stand bereits mehrfach behandelt worden ist. Zuletzt haben 
K. Felix und E. Waldschmidt-Leitz?) altere Angaben be- 
stiitigt, nach denen Insulin von Pepsin inaktiviert wird. 
A. Harteneck und W. Schuler’) befassen sich mit der yon 


1) Chem. Ber, Bd. 59, S. 2367 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 172, S. 289 (1927); hier auch Angaben iiber die 


einschligige Literatur. 
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friheren Autoren aufgeworfenen Frage, ob Insulin nach der 
Einwirkung des Pepsins reaktiviert werden kann. Insbesondere 
A. A. Epstein und N. Rosenthal’) hatten diese Frage bejaht. 


Ergebnisse. 


Die Zerstérung des Insulins durch Pepsin. 


A. Harteneck und W. Schuler fanden im Gegenteil, 
daB die Inaktivierung irreversibel ist; doch stiitzt sich der 
Befund auf sehr wenig Tierversuche. Ich habe deshalb um- 
fangreiche Messungen angestellt (Tab. 1), die zu dem gleichen 
Ergebnis fiihrten. Die Pepsinwirkung auf Insulin laBt sich 
nicht riickgingig machen. Dagegen scheint die von A. Harten- 
eck und W. Schuler vorgeschlagene Erklirung fiir den Irr- 
tum A. A. Epsteins und N. Rosenthals nicht zu geniigen. 
Danach sollten diese Autoren durch die von A. Harteneck 
und W. Schuler angegebene Erscheinung irregefiihrt worden 
sein, daB suspendiertes Insulin unwirksam sei. Ich finde 
dagegen, daB suspendiertes Insulin ebenso wirkt wie ge- 
lostes (Tab. 2); vielleicht verhalten sich Insulinsuspensionen 
unter anderen Bedingungen, als ich sie gewihlt habe, ent- 
gegengesetzt. Obwohl also die Erklirung fiir die abweichende 
Beobachtung A. A. Epsteins und N. Rosenthals nicht aus- 
reicht, stimme ich A. Harteneck und W. Schuler in der 
Sache selbst durchaus zu. Eine Erklirung kann nur in den 
Zufalligkeiten gesucht werden, denen man bei Anstellung 
kleiner Versuche unterworfen ist. Ich verweise auf die Er- 
lauterung zu Tab. 1. 


Dariiber hinaus erschien es notwendig, durch ausgedehnte 
Versuche nachzupriifen, ob die Zerstérung durch Pepsin in 
allen Teilen einer gewédbnlichen EiweiBverdauung entspricht, 
denn zur Beantwortung dieser Frage reichen die bisherigen 
Feststellungen nicht aus. 


1) Jl. of Physiol. Bd. 70, S. 225 (1924); Proc. Soc. Exper. Biol. a. 
Med. Bd. 22, S. 9 (1924). 
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Mechanismus der Pepsinwirkung. 


Aus diesem Grunde wurde die Kinwirkung des Pepsins 
auf Rohinsulin bei verschiedener Wasserstoffionenkonzentration, 
Temperatur, Fermentmenge und Zeit untersucht. 

Nach J. H. Northrop’) ist das p,-Optimum nicht vom 
Pepsin, sondern von der Menge des ionisierten EiweiBes ab- 
hingig. Daher schwankt es nach der Art des verwendeten 
Proteins. Man mu8 sich also im vorliegenden Fall darauf 
beschrinken, festzustellen, ob sich das Optimum in einem Ge- 
biet befindet, wie bei den gewohnlichen KiweiBspaltungen durch 
Pepsin. Dies ist durchaus der Fall, denn bei p,, 1,8 ist die 
Wirkung gréBer als bei p,, 2,2 und bedeutend gréBer, als bei 
p,, 1,1 (Tab. 3). 

Die Wirkung des Pepsins auf EiweiB steigt mit der 
Temperatur bis zu dem Punkt, an dem Pepsin selbst durch 
die Wirme erheblich zu leiden beginnt. Deshalb werden kurz- 
dauernde Bestimmungen des Pepsins bei 50° ausgefiihrt. Aus 
der Tab. 4 geht hervor, daB die Pepsinwirkung auf Insulin, 
die bei 25°, 34° und 45° gemessen wurde, mit der Temperatur 
ansteigt. 

Die Tab. 5 zeigt die Abhingigkeit der Inaktivierung von 
der Fermentmenge, die in Grenzen von 1—40 angewandt 
wurde. Wie zu erwarten, steigt die Wirkung mit der Menge. 

Dasselbe gilt fiir die Zeitdauer (Tab. 6). Nach 30 Min. 
war durch eine gewisse Fermentmenge ein Priparat auf ’/,, 
nach 60 Minuten auf ?/, seiner Wirksamkeit herabgemindert. 

Die 4 Versuche zeigen, daB die Wirkung des Pepsins auf 
das Insulin in den Rahmen einer Fermentreaktion pabt; ins- 
besondere die Abhingigkeit von Zeit und Temperatur spricht 
gegen die mehrfach geiiuBerte Ansicht, die Inaktivierung des 
Insulins kénne durch eine Adsorption an das Pepsin hervor- 
gerufen werden, Alle Versuche weisen auf die Analogie mit 
einer gewohnlichen Pepsinverdauung hin, und es kann als 
festgestellt gelten, daB die Inaktivierung des Insulins durch 
Pepsin auf einem EiweiBabbau beruht. Nicht wird durch diese 
Versuche entschieden, ob das Insulin selbst verdaut wird, oder 


1) Jl. Gen. Physiol. Bd. 3, S. 211 (1920). 
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ob die Inaktivierung auf der Verdauung eines eiweiBartigen 
Adsorbens beruht, dessen Gegenwart fiir die Insulinwirkung 
notwendig wire. Fiir diese zweite kompliziertere Annahme 
scheint jedoch bisher kein Grund vorzuliegen. Ist somit Insulin 
selbst ein Kiweibkérper mit oder ohne prosthetischer Gruppe, 
so muB er auch von jener komplizierten Art sein, wie sie 
durch Pepsin angegriffen wird. 


Kinwirkung des Pepsins auf Acetylinsulin und 
Regenerat. 


Die Tab. 7 zeigt, daB Regenerat von Pepsin ganz wie 
Insulin selbst verdaut wird, und zwar rascher in geléstem als 
in suspendiertem Zustande. 

Bei der Prifung des Acetylinsulins entsteht eine 
Schwierigkeit durch die Unldéslichkeit des Priparates in ver- 
diinnter Siure. Der Versuch wurde infolgedessen auf zwei 
verschiedene Arten ausgefiihrt; einmal wurde das suspendierte 
Acetylinsulin der Pepsinwirkung unterworfen, das andere Mal 
wurde es rasch in verdiinntem Alkali gelést und sofort an- 
gesiuert. Wie schon friiher festgestellt wurde, bleibt es unter 
solchen Umstanden beim Ansiuern gelést; es konnte infolge- 
dessen nunmehr in Lésung mit Pepsin behandelt werden. In 
beiden Fallen wurde die Wirkung des Pepsins in der Weise 
gepriift, daB nach verschiedener Dauer der Kinwirkung das 
Praparat ,,regeneriert’, d. h. durch Alkali in jenes Priparat 
von rund 1/, der urspriinglichen Wirksamkeit verwandelt wurde, 
das bei den friiheren Versuchen mit ,,Regenerat“ bezeichnet 
worden ist. Die Wirkung des Pepsins gibt sich dadurch zu 
erkennen, daB die Regenerierung nicht mehr zu Priparaten 
von ungefahr '/, der urspriinglichen Insulinwirkung, sondern 
zu schwacheren oder ginzlich unwirksamen Priiparaten fiihrt. 
Die Einzelheiten des Versuchs sind in Tabb. 8 und 9 mit- 
geteilt. Daraus geht hervor, daB im 1. Falle, bei der Be- 
handlung von suspendiertem Acetylinsulin mit Pepsin die Kin- 
wirkung auBerordentlich gehemmt ist (Tab. 8), daB dagegen im 
anderen Falle eine normale, aber verzégerte Verdauung statt- 
findet (Tab. 9). 
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Hier liegt somit ein Beispiel fiir die Pepsinwirkung auf 
das Acetylderivat eines Proteins vor. Bei der Verdauung des 
alkalisch gelésten und alsdann angesduerten Acetylinsulins 
kénnte allerdings der Einwand gemacht werden, da8B durch 
die kurze Behandlung mit n/30-Alkali bereits jenes acetyl- 
irmere, von uns als Regenerat bezeichnete Priaparat ent- 
stinde und nun der Pepsinwirkung unterliege. H. Jensen 
und E. M. K. Geiling') gehen sogar weiter, indem sie an- 
geben, da8 Acetylinsulin schon bei kurzer Auflésung in n/100- 
Alkali wieder Insulin selbst zuriickbilde und bereits in wenigen 
Minuten zu der gesamten Wirksamkeit gebracht werde, die 
man durch diese MaBnahme iiberhaupt erreichen kann. Fir 
unseren Versuch ist ein solcher Kinwand nicht berechtigt. Wir 
haben, trotz der Auflésung in stairkerem Alkali, namlich n/30, 
bei sofortigem Ansi&iuern oder nach 10 Minuten niemals mehr 
als etwa '/,, der urspriinglichen Insulinwirkung zuriickerhalten 
(Durchschnitt von 48 Tieren) (Tab. 8, Versuch 1), Erst durch 
lingere Behandlung mit Alkali steigt die Wirkung bis zu etwa’/, 
der des urspriinglichen Insulins. Man kann die Verschieden- 
heit der Ergebnisse dem Umstande zuschreiben, daB die 
amerikanischen Autoren ein anderes Acetylinsulin verwenden, 
da sie Essigsiureanhydrid allein auf Insulin einwirken lassen, 
wihrend wir gleichzeitig Pyridin verwenden. AuBerdem ver- 
fiigen sie auch iiber ein anderes Ausgangsmaterial. Wie weit 
andere Griinde (Zahl der bei der Priifung verwendeten Tiere) 
mitspielen, lassen wir dahingestellt. Ahnliche Griinde diirfte eine 
zweite Verschiedenheit haben, auf die die gleichen Autoren hin- 
weisen. Wir haben frither gefunden, daB die optimale Regenerierung 
mit n/30-Alkali bei 1—3° in spitestens 24 Stunden erzielt wird. 
Diesen Versuch haben wir jetzt mit 96 Tieren wiederholt und 
bestatigt (Tab. 8, Versuch 2). H. Jensen und E.M.K.Geiling 
fanden, daB ihr Acetylinsulin mit n/100-Alkali die optimale 
Regenerierung gibt und von n/30-Alkali schon zerstért wird. 
Wir geben zu, daB auBer der Verschiedenheit des Acetylierungs- 
verfahrens hier auch die andere Beschaffenheit des Ausgangs- 


") Jl. of Pharmacol. and Exper. Therap. Bd. 88, S. 511 (1928). 
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materials mitspielen kann, denn die amerikanischen Autoren 
sind in der Lage, mit krystallisiertem Insulin zu arbeiten. Ihre 
Vermutung, da8 unser Regenerat lediglich ein geschwiichtes 
Insulin und nicht ein Derivat sei, kinnen wir aus den ein- 
gangs angefihrten Griinden fiir unser Priiparat nicht annehmen. 


Formoltitration bei der Insulinverdauung. 


Bearbeitet von Herrn H. Eyer. 

An Praparaten, die in bezug auf das krystallisierte Insulin 
von Abel 30°/,ig waren, wurde die Verdauung mit Pepsin 
nach dem Verfahren von Sérensen verfolgt (Tab. 10). In 
diesen Insulinpriparaten sind vor der Pepsinwirkung etwa 
10°/, des Gesamtstickstoffs, der hier 14,2°/, betrigt, mit 
Formaldehyd titrierbar, also in freien Aminogruppen vor- 
handen, wihrend Regenerat weniger als die Hilfte davon und 
Acetylinsulin unmittelbar nach der alkalischen Auflésung keinen 
Aminostickstoff enthailt. Bei der Regenerierung wird also in dem 
Insulingemisch ein Teil der acetylierten Aminogruppen durch 
das verdiinnte Alkali wieder freigelegt, oder es treten Spaltungen 
ein, die freie Aminogruppen auftreten lassen. Die Zunahme 
der Aminogruppen unter der Einwirkung von Pepsin fiihrte 
bei allen 3 Praparaten zu dem gleichen Endwert von un- 
gefahr 18°/, des Gesamtstickstoffs. Ovalbumin verhilt sich 
beziiglich des Anfangswertes und des Verlaufs der Verdauung 
fast genau wie Regenerat. Auf das ,,Reininsulin“ dirfen diese 
Angaben nur mit bedingter Giltigkeit angewandt werden. 

Fiir das Insulin selbst sind dagegen von Interesse folgende 
Versuche, die ich auf Veranlassung von Herrn Prof. Dr. 
K. Freudenberg ausgefiihrt habe und die spiter ausfiihrlich 
mitgeteilt werden sollen. Formaldehyd inaktiviert bei p, 7 
das Insulin in einer maBigen Zeitreaktion. Das Priparat labt 
sich ausfallen und wird durch Erwirmen mit n/10-Salzsiure 
wieder auf eine Wirksamkeit von etwa 25°/, des urspriing- 
lichen Insulins gebracht. Bei dieser Behandlung mit Saure 
in der Hitze fallt der wirksame Anteil aus. Insulin selbst 
verhalt sich gegeniiber Salzsiure in der Hitze ganz dhnlich. 
Auch hier scheidet sich ein Teil des Materials in kleinen 
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Hiutchen von groBer Wirksamkeit aber geringer Haltbarkeit 
ab, und die Gesamtwirksamkeit wird herabgesetzt. Diese 
Beobachtung am Insulin selbst, die bereits mehrere Monate 
zuriickliegt, ist inzwischen auch von V. du Vigneaud, 
E. M. K. Geiling und C. A. Eddy?) in &hnlicher Form be- 
handelt worden. Auch N. R. Blatherwick und seine Mit- 
arbeiter fanden wirksame unlésliche Insulinfraktionen.’) 

Es ist mir eine angenehme Pflicht, Herrn Prof. Dr. 
K. Freudenberg fir die Unterstiitzung der Arbeit mit Rat 
und Tat meinen Dank auszusprechen. 


Versuche, 


Fiir die Messungen und ihre Auswertung bin ich den 
Vorschriften der 2. und 8. (voranstehenden) Mitteilung gefolgt. 
Die Anordnung der Tabellen ist die gleiche wie friiher. Der 
Begriff ,,prozentuale Wirkung“ ist in der 2. und 3. Mitteilung 
definiert. Aus der Tabelle der 3. Mitteilung wird der dieser 
Zahl entsprechende Bruchteil einer Kinheit entnommen; der 
gefundene Wert wird durch die Zahl der Einheiten des ur- 
spriinglichen Insulins dividiert und das Resultat in der Spalte 
,otirke“ angegeben. Hier ist demnach angefiihrt, welcher 
Bruchteil von der Starke des urspriinglichen Insulins noch 
vorhanden ist. 


Zur Verwendung kamen 2 Priparate der I. G. Farbenindustrie, 
Werk Hochst, nimlich ein ilteres Insulin I mit 0,56 mg pro Einheit, 
ein anderes Insulin II mit 0,1 mg. Das Pepsin war ,,Pepsin Merck in 
lamellis“, seine Wirksamkeit gegen Ovalbumin (Deutsch. Arz.-Buch) laBt 
sich aus der Tab. 10 ersehen. Die angegebenen Wasserstoffionen- 
konzentrationen wurden nach Zusammengabe aller Bestandteile gemessen. 


Die Zerstérung des Insulins durch Pepsin (Tab. 1). 

0,1 g Insulin I, 0,1 g Pepsin in 10 cem Salzsiure p,; 1,75, 34°; 
nach 2 Stunden der Pepsinwirkung wurde in allen Fallen unterbrochen. 
Bei Versuch 1 (Tab. 1) wurde verdiinnt und sofort injiziert; die Insulin- 
wirkung ist bis auf Spuren verschwunden. Mit den Versuchen 2—8 
wurde auf die Méglichkeit einer Reaktivierung gepriift, indem das Pepsin 


1) Jl. of Pharmacol. and Exp. Therap. Bd. 33, S. 497 (1928). 
®) N. R. Blatherwick, Fr. Bischoff, L. C. Maxwell, J. Berger 
u. M. Sahyum, Jl. of Biol. Chem. Bd. 72, 8. 57 (1927). 
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Tabelle 2. 
Versuch Nr. 1 2 8 
\ Bedingungen [soelektrische Fallung Regenerat in Lisung Regenerat in Suspension 
ma ; sic geen iota ae ee oe 
9 . Anzahl det Tiere 3 6 6 
(fiir jede Ziffer der Spalte 4) 
3 Kinheiten urspriingl. Insulins 0,3 | 0,6 | 3 0,25 0,30 | 0,62 1,25 | 0,25 0,50 | 0,6 | 1,25 
4 Prozentuale Wirkung 65 | st | 100 41 | 47 | 56 80) 85 47 62 67 
» Stiirke 1,04 1,04 | (0 33) | 0,40 0,26 | 0,82 0,44 0,28 | 0,26 0,42 0,27 
( Durehschnittliche Stirke 1,04 0,30 0,31 
Tabelle 3. 
Versuch Nr. | 2 3 
1 Pi 2.20 1,80 1,08 
Anzahl der Tiere | | | | | 
2 es ‘ ‘ ) Si 4 : 9 9 G | 6 f 6 
(fiir jede Ziffer der Spalte 4) ? | | , | . | | . | ' / 
S Kinheiten urspriingl. Insulins 0,6 | 1,2 | 1,8 | 2, 3 6 0,6 | 1,2 1 1,8 | 2,4 | 3,0] 06) 1,2 1,8 2,4 
i Prozentuale Wirkung 33. «69 — 71 85 95 100 | 88 54 61 7 100] 56 80 96 | 100 
5 Stiirke 0,12 0,31 0,22 0,27 0.29 (0,17)]0,138 0,15 0,14 0,19 0,33] 0,33 0,46 0,50 | 0,42 
6 Durehsechnittliche Stirke 0,24 0.19 0,48 
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nach 2 stiindiger Wirkung bei p,,; 1,75 durch Abstumpfen auf das jeweils 
angegebene p,, ausgescbaltet wurde. Diese Mischungen blieben bei den 
in der 1. Horizontalspalte angefithrten Bedingungen wecliselnde Zeit stehen. 
Es zeigte sich, daB in keinem Falle dieses Hauptversuchs eine Reakti- 
vierung zu verzeichnen war. Es verdient Erwiihnung, dab in einem 
kleineren Versuche Reaktivierung eingetreten war, aber nie wieder beob- 
achtet wurde; ein lehrreiches Beispiel fiir die Unsicherheit der Schliisse 
bei ungeniigender Zahl der Messungen. 


Injektion von suspendiertem Insulin (Tab. 2). 

Bei Versuch 1 der Tab. 2 wurde Insulin verwendet, das beim iso- 
elektrischen Punkte ausgefiillt und in dieser Form injiziert wurde. In 
diesem und einem zweiten, ebenso ausgefiihrten Versuch wurde die 
ganze Wirkung wiedergetunden. 

Bei den Versuchen 2 und 3 wurde ,,Regenerat“ in Lésung und 
Suspension eingespritzt. In beiden Fallen wird der gleiche Betrag 
(etwa '/, von der Wirksamkeit des urspriinglichen Insulins) wieder er- 
halten. 


Die Abhingigkeit der Pepsinwirkung von der Wasserstoff- 
ionenkonzentration (Tab. 3). 

0,1 g Insulin IJ, 0,01 g Pepsin in 10 ecem Salzséure von wechseln- 
dem p;;; 34°, 60 Min. Pepsin wirkt bei p,;, 1,80 rascher als bei 2,20 
und 1,08. 

Abhangigkeit von der Temperatur (Tab. 4). 

0.100 g Insulin I; 0,100 g Pepsin, 10 cem; p,; 1,82; 60 Min. Bei 

45° ist die Wirkung #m stirksten. 


Tabelle 4. 








ee) 











Versuch Nr. 1 2 3 
Temperatur 25° 34° 45° 
Einheiten urspriing]. Insulins | 0,6) 3 6 | 0,6) 3 | 6 10,6) 3 
Prozentuale Wirkung 25 | 100/100 | 40 | 52 | 82 715/12 | 
(jede Zahl 6 Tiere) | 
| | 
Stiirke 0,25/ 0,33/(0,17) | 0.15 .0,05.0,10] 0 | 0 | 
Durchschnittliche Stirke 0,29 0,10 0,00 





Abhingigkeit von der Pepsinmenge (Tab. 5). 
0,100 g Insulin I; py 1,80; 34°; 1 Stunde; wechselnde Pepsin- 
menge; 10 cem Filiissigkeit. Der mittlere Versuch ist der Tab. 4 ent- 


nommen. 
15* 
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Tabelle 5. 

















Versuch Nr. 1 2 3 
Pepsin 0,01 g 0,1 g 0,4 g 
Anzahl der Tiere 9 | 9! « 6 
(fiir jede Ziffer der Spalte 4)] ~ | ° , ; 
.* . oe . a " | | : 
S . In: 3} 3 | 6 LL R ( 
Kinheiten urspriingl. Insulins | 0,¢ | © te teenpectald ” : “ | 
Prozentuale Wirkung 64 | 92, 100 vgl. Tab. 4, 29 | 12/ 24 
_ Versuch 2 | 
Stirke 0,50 0,27 (0.17) 0,08 0,00.0,00 
Durchschnittliche Stirke 0,38 0,10 0,03 





Abhingigkeit von der Zeit (Tab. 6). 
0,100 g Insulin II; 0,010 g Pepsin; p,;, 1,80; 34° Der zweite Ver- 
such ist der Tab. 3 entnommen. 


Tabelle 6. 








Versuch Nr. 1 2 


1 Zeitdauer 30 Minuten 60 Minuten 


Anzahl der Tiere 6 
~ | (fiir jede Ziffer der Spalte 4) 
3 | Einheiten urspriing]. Insulins | 0,6 | 1,2 | 1,8 | 2,4 | Zahlenmaterial 


P tuale Wirk g " - | 40 vel. Tab. 8, 
4 rozentuale Wirkung 4§ i1 85 | 100 Yueh ¢ 


i Stiirke 0,22 | 0,33 | 0,35 | 0,42 
6 Durehsehnittliche Stiirke 0.38 0,19 











Die Wirkung des Pepsins auf Regenerat (Tab. 7). 

Regenerat aus 0,100 g acetyliertem Insulin I; 0,100 g Pepsin; 
40 cem; py 1.72; 34°; 210 Minuten. 

Versuch 1 zeigt die Stirke des verwendeten Regenerats. Aus Ver- 
such 2 geht hervor, daB es in Lésung von Pepsin zerstért wird. Ver- 
such 3 zeigt, daB suspendiertes Regenerat langsamer angegriffen wird. 
Hier wurde nach der Einwirkung des Pepsins in verdiinntem Alkali 
gelist und auf p,, 3 gebracht, wobei keine Ausfillung eintrat. Zur 
Injektion wurde also auch hier eine Lésung verwendet. 


Suspendiertes Acetylinsulin und Pepsin (Tab. 8). 


Bei allen Versuchen Acetylderivat aus Insulin I; bei Versuch 1 
wurde Acetylinsulin in 0,03 n-Alkali gelést und sofort auf py, 3 ge- 


— 
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Tabelle 9. 
Versuch Nr. 1 2 3 
. . , Regenerierung des geliste 
1 Bedingungen Geldstes Acetylinsulin nach Net esolins nac 5 a benso nach 16 Std 
y € a) . * fw x S ac ‘ m > 8 HC! 7 
BUDS 3 Std. Pepsinwirkung at roe ae . oe Sao Sy aM 
epsinwirkung 
‘i Anzahl der ‘Tiere 6 24 19 
“ | (fiir jede Ziffer der Spalte 4) 7 ° 
: ais aie Mel os a , ; : ; = | 
7 3 | Einheiten urspriing]. Insulins 0,5 1 2, 5 0,5 1 2,5 5 05 | J 2.5 fy 
< { 
= 4 Prozentuale Wirkung 10 8 36 25 33 48 79 87 21 | 33 40 58 
5 5 Stirke 0 0 0,03 | 0,01 0,12 | 0,13 | 0,21 0,13 0,06 | 0,06 | 0,04 0,04 
g 6 Durchschnittliche Stirke 0,01 0,15 0.05 
o 
a 
yeti 4 
om Tabelle 10. 
= 
— 
the 35 24> 6 Tage 97 Tage 
| Pepsin 0,17 0,20 0,17 — — 
2 Ovalbumin D.A B. 1,00 1,20 1,70 2,00 2,80 
i 
3 Insulin Il 1.40 } 2 OV 2 0 2.78 » 30) 
‘ 
aie 4 Acetylinsulin in Lésung 0,19 0.42 0,70 1.68 9 95 
nN o Regenerat in Loésung O65 i 0,93 | 1,96 ~- 2 OF » 34) 
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bracht und injiziert; das Acetylinsulin, das fiir sich héehstwahrscheinlich 
unwirksam ist, wird durch diese Behandlung zum geringen Teil in 
wirksames Regenerat verwandelt (Starke 0,06); aber keineswegs wird in 
der kurzen Zeit die volle mégliche Regenerierung (Stiirke 0,26, Ver- 
such 2) erreicht. Versuch 1 und 2 sind mit 48 bzw. 96 Tieren aus- 
gefihrt. 

In Versuch 3 und 4 wurde eine gleiche Menge Acetylinsulin in 
Suspension (40 ccm) mit 0,100 g Pepsin bei 34° und p,, 1,65 je 3 und 
24 Stunden behandelt. Die Wirkung ist nach 3 Stunden kaum, nach 
24 Stunden deutlicher nachweisbar, denn nach 24 stiindiger Einwirkung 
von 0,03 n-NaOH wird statt der erreichbaren Stirke (,26 (Versuch 2) 
nur die Stiirke 0,22 und 0,18 festgestellt. 


Geléstes Acetylinsulin und Pepsin (Tab. 9). 


Acetylderivat aus 0,100 g Insulin [; alkalisch gelést und sofort 
auf py, 1,7 gebracht nach Zusatz von 0,100 g Pepsin; 34°; 40 cem. Bei 
Versuch 1 wurde die Lésung nach 3 Stunden, wie sie war, injiziert. 
Die geringe Stirke des Priiparates (Tab. 8, Versuch 1) ist versehwunden, 
weil das wenige entstandene Regenerat verdaut ist. 

Beim Versuch 2 und 8 wird dieselbe Lésung nach 3 und 16 stiindiger 
Pepsinwirkung regeneriert. Statt der erreichbaren Stiirke 0,26 (Tab. 8, 
Versuch 2) werden nur die Stirken 0,15 und 0,05 zuriickerhalten. Acetyl- 
insulin wird, wenn auch langsam, verdaut. Vielleicht wird aber auch 
durch die Salzsiure Acetylinsulin langsam im Regenerat verwandelt, 
das alsdann verdaut wird. Diese Deutung ist jedoch sehr unwahr- 
scheinlich, weil die Versuche, Acetylinsulin durch Salzsiiure (pj, 1,7) 
allein zu regenerieren, ergebnislos waren. 


Formoltitration (Tab. 10). 

Alle Ansiitze enthalten 1 g Pepsin in 100 cem salzsaurer Fliissig- 
keit von p;; 2,0. Einige Tropfen Toluol waren zugegeben. Bei den 
Versuchen 2—5 ist je 1g der bezeichneten Substanz zugesetzt. Tem- 
peratur 37°. Die Zahlen bedeuten Gramm Aminostickstoff je 100 g 
Substanz. Acetylinsulin zeigt im Anfang keinen Aminostickstoff, denn 
der gefundene Betrag von 0,19 g entfillt auf das Pepsin. Das Insulin 
enthalt mehr Aminostickstoff als Ovalbumin D.A,B. Das Regenerat 
enthilt etwas freien Aminostickstoff. Der Endwert ist in allen Fiillen 
fast gleich. 


Frl, K. Hampel und G. Wegener danke ich fir ihre 
Sorgfalt bei der Ausfiihrung der zahlreichen Messungen. 
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Oxydationen mittels Bacterium xylinum. 
2. Mitteilung. 


Uber die Bildung von Glucon- und 5-Ketogluconsaure. 


Von 


K. Bernhauer und K. Schon. 


(Aus der biochemischen Abteilung des Chemischen Laboratoriums 
der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, November 1928.) 


In der vorhergehenden Mitteilung') wurde iiber die quan- 
titative Bildung von Dioxyaceton aus Glycerin durch einen 
dem Bacterium xylinum nahestehenden Organismus_ bezichtet. 
Ks erschien daher von Interesse, die oxydativen Fahigkeiten 
dieses Bakteriums weiterhin zu priifen und hier sei Mitteilung 
gemacht iiber Untersuchungen, die sich mit der EKinwirkung 
dieses Mikroorganismus auf Glucose beschaftigten. Es konnte 
dabei Glucon- und Oxygluconsiure in reichlichen Mengen er- 
halten werden. Diese Untersuchungen erschienen auch deshalb 
wiinschenswert, da in letzter Zeit das Interesse fiir die ersten 
Oxydationsprodukte der Glucose, insbesondere fiir die Oxy- 
gluconsiiuren und deren Konstitution immer starker wurde. 
Daher sollte auch in dieser Hinsicht hier ein Beitrag geliefert 
werden. AuBerdem sind wir seit einiger Zeit mit rein chemischen 
Oxydationen in der Zuckerreihe beschaftigt, und daher er- 
schien die Erlangung der erwihnten Produkte auch in diesem 
Zusammenhange von Wert. 

In der vorliegenden Untersuchung sollten vornehmlich die 
Bedingungen fiir die Bildung der beiden Saéuren genauer er- 


1) Diese Zs. Bd. 177, S. 107 (1928). 























Oxydationen mittels Bacterium xylinum. 9338 


mittelt, und zwar insbesondere der KinfluB der p,, sowie ver- 
schiedener Siiuren (besonders [uttersiiure) auf den ProzeB 


festgestellt werden. 

Als erster machte boutroux') die Beobachtung, da durch die 
Einwirkung eines von Bliiten und Friichten isolierten Bakteriums auf 
Glucose in Gegenwart von CaCO, Ca-Glucenat und aus diesein weiter- 
hin das Ca-Salz einer Oxygluconsiiure entsteht. Durch weitere Unter- 
suchungen von Boutroux’), sowie von Bertrand’), der die gleiche 
Substanz durch sein ,,Sorbosebakterium“ erhielt, wurde fiir diese die 
Formel einer 5-Ketogluconsiiure sehr wahrscheinlich gemacht. In neuerer 
Zeit konnte Kiliani*) zeigen, dab die nach seinem Verfahren mittels 
Salpetersiiure aus Glucose daurstellbare Ketogluconsiiure mit der von 
boutroux und Bertrand identisch ist. 


Die Bildung der Gluconsaure. 

In Versuchsreihe 1 wurden die Bakterien in 12 Erlenmeyer- 
kolben von 300 cem Inhalt auf einer Nihrlésung von je 50 cem 5°, 
Glucose und 0,5 °/, Hefeextrakt sowie Zusatz von so viel Essigsiiure, daB 
die Lésung 1/;, normal war, nach dem Sterilisieren mittels strémenden 
Wasserdampfes zur Entwicklung gebracht. Die Impfung erfolgte in der 
gleichen Weise wie in der ersten Mitteilung beschrieben. 

In 4 Kolben wurde zuniichst am 15., 20., ‘25. und 80. Tag die 
Aciditit festgestellt; m/10-NaOQH, cem: 47,3, 65,7, 78,5, 79,8. Aim 25. Tag 
war das Reduktionsvermégen der Lisung gegeniiber Febhling noch stark, 
am 30. Tag nicht sehr erheblich; in diesem Zeitpunkt schien das Maxi- 
mum der Aciditét auch bereits erreicht zu sein. Es wurde nun der 
Inhalt der restlichen 7 Kolben (ein Versuch war infiziert) vereinigt, 
durch Erwiirmen mit CaCO, neutralisiert und nach dem Ff iltrieren im 
Vakuum stark eingeengt. Nach dem Entfernen geringer Mengen von 
Ca-Salzen wurde im Vakuum zum diinnen Sirup verdampft, der nach 
dem Verrithren mit etwas Alkohol nach liingerem Stehen erstarrte. Nach 
zweimaligem Umkrystallisieren aus heiBem Wasser unter Zusatz von 
Tierkohle wurde das Ca-Salz der Gluconsiiure in Form von weiBen 
mikroskopisch feinen Nadeln erhalten. 

0,2005 g Substanz gaben 9,0603 g CaSQ,. 

Ca(C,H, ,0;)-H,0 Ber. 12,51 °/, CaO 
Gef. 12,39 


1) Boutroux, C. R. Bd. 102, S. 924 (18886). 

*) Boutroux, Ann. chim. [6] Bd. 21, S. 567 (1890). 

4) Bertrand, C. R. Bd. 127, S. 728 (1898); Ann. chim. [8] Bd. 3, 
S. 181 (1904). 

*) Kiliani, Chem. Ber. Bd. 55, S. 2817 (1922). 
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Die Darstellung des Phenylhydrazides erfolgte in bekannter Weise. 
Schmelzp. 198°, Mischungsschmelzpunkt mit einem reinen Priiparat gab 
keine Depression. 


Versuchsreihe 3. Es wurde hier die Einwirkung der Bakterien 
































? 
auf Glucose ohne Zusatz von CaCQ, festgestellt. Zur Fernhaltung von 
Tabelle I. 
Ver- Ver- Ssure iv Giucon- iecun- 
; ae a ACl1- siure saure Gl i 
suchs- ditiit ') ae vom 1cose ©) 
Nr dauer Norma- (ber.)*) Zucker 
a ba Art li sey , ’ 
lage Itat eem g o/, g 
1—4 23 n/25 49 0,96 38,4 0,86 
5/6 23 is 101 1,98 79,2 0,49 
7 37 E n/50 95,7 1,48 75,2 (0,257 
8 47 ms 83,1 1,63 65,2 (0,22) 
£ ' 
9/10 23 3 91,1 1,79 71,6 Spur 
11 37 ™ — n/ 100 80,4 1.58 63,2 (0,226) 
12 47 86 1,69 67,6 (0,385) 
13/14 23 verungliickt 
15 87 n/25 37,8 | 0,74 29,6 (0,287) 
16 7 & 31,9 | 0,63 25,2 (0,495) ' 
17/18 | 23 3 77,5 | 1,62 60,8 137 
19 87 2 n/50 69,5 | 1,36 54,4 (0,32) 
20 7 = 64,4 1,26 50,4 (0,41) 
“ | 
21/22 23 82.5 | 1,62 64,8 4 1,30 
23 - n/100 infiziert 
24 37 70,9 | 1,33 00,2 (0,247) 
2 ‘ 
25/26 23 8 50,6 0,99 39,6 0,26 
27 37 & = n/25 54,1 | 1,06 42,4 (0,226) 
28 2 infiziert 
x 
') Ausgedriickt in cem n/10-NaQH, nach Abzug der zugesetzten 
Siiuremenge. \ 
2) Die betreffenden Zahlen sind nicht immer allein auf Glucon- [ 


siiure zu beziehen, sondern vielfach auf ein Gemisch von Gluconsiiure 
mit relativ geringen Mengen Oxygluconsiure. 

3) Die hier in Klammer gesetzten Zahlen gelten wohl nicht fiir 
Glueose allein, da das Reduktionsyermégen anch durch die gebildete 


Oxygluconsiiure bedingt ist. 
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Infektionen wurden auch hier auBer der iiblichen Sterilisation der 
Kulturfliissigkeit mittels Wasserdamp! verschiedene Siiuren zugesetzt 
und deren Wirkung auf den Verlauf des Prozesses festgestellt. Die 
Nihrlésung bestand aus je 50cem 5°,,iger Glucoselésung mit 0,5 °, 
Hefeextrakt und verschiedenen Siuren, deren Art und Konzentration 
aus Tab. 1 hervorgehen; verwendet wurden hier sowie auch in allen 
spiiteren Versuchen Erlenmeyerkolben von 3800 cem Inhalt. Die Er- 
mittlung der gebildeten Gluconsiiure erfolgte lediglich durch Bestimmung 
der gebildeten Aciditiit, nachdem in Versuchsreihe 1 das Auftreten der- 
seiven sichergestellt worden war. Zur Durchfiihrung der Analysen 
wurden zumeist je 2 Versuche vereinigt (oder je 1 Versuch verwendet) 
und nach dem Filtrieren auf 100 cem aufgefillt. Die Bakterienhiute, 
dic bei der Entwicklung auf Glucoselésung viel stiirker waren als auf 
Glyeerinlésung, wurden stark ausgepreBt. Die in der Tabelle an- 
gefiihrte: Analysenwerte beziehen sich auf je einen Versuch (2,5 g 
Glucose). In allen Versuchen wurde der Jodverbrauch der Loésung 
nach der Methode von Willstitter’) festgestellt, um auf diese Weise 
einen Anhaltspunkt dafiir zu haben, wieweit die mittels Fehlingscher 
Lisung nach der Methode von Bertrand ermittelten Werte auf Glucose 
und wieweit auf Oxygluconsiiure zu beziehen sind. 


Die Ergebnisse der Versuchsreihe 3 lassen sich dahin 
zusammenfassen, daB ein Zusatz von Butterséiure in 1/50- 
oder n/100-Lésung fiir den Vorgang der Gluconsiurebildung 
am giinstigsten erscheint; es wurden dabei in saurer Lésung 
bis gegen 80°/, an Gluconsiiure gebildet (berechnet aus der 
Aciditat). Bei lingerer Versuchsdauer nahm die Aciditit fast 
durchweg wieder ab, dabei bildete sich wahrscheinlich gleich- 
zeitig Oxygluconsaure. In n/25-Lésung erwiesen sich alle ver- 
wendeten Siuren als stark hemmend; und zwar nicht nur fiir 
die Siurebildung, sondern auch fiir die Entwicklung der 
Bakterienhiiute. 


In Versuchsreihe 4a und b wurde ein Vergleich der Glucon- 
siurebildung in saurer Lésung, sowie in Gegenwart von CaCQ, durch- 
gefiihrt unter Beriicksichtigung der p;; sowie der weiteren Umwandlung 
der zuniichst gebildeten Glucoasiure in Oxygluconsiiure. Es wurde im 

1) Willstaitter u. Schudel, Chem. Ber. Bd. 51, 5. 780 (1918). 
In Anbetracht der Untersuchung von Auerbach u. Bodlinder |Zs. 
f. anorg. Ciem. Bd. 36, $. 602 (1923)] itber die Brauchbarkeit der Will- 
stitterschen Methode, wurden mit dieser einige Kontrollanalysen 
durehgefiihrt, die ein fiir unsere Zwecke vollig befriedigendes Resultat 


ergaben. 
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iibrigen in gleicher Weise vorgegangen, wie in der vorhergehenden Ver- 
suchsreihe; in Verwendung kamen fiir jeden Versuch je 50 cem einer 
5°/,igen Glueoselésung mit 0,5°/, Hefeextrakt und n/125-Buttersaure. 
Die Versuche wurden bei etwa 22° durchgefithrt. Die in Tab. JI an- 
gefiihrten Werte beziehen sich auf je 2 Versuche. 


“rgebnisse der Versuchsreihe 4a und b. 

(n saurer Kulturfliissigkeit sowie in Gegenwart von CaCO, 
wurde Gluconsiure in etwa gleichen Mengen gebildet, die 
70—80 °/, des verwendeten Zuckers ausmachten. Spiiter setzte 
die Umwandlung der gebildeten Gluconsiure in Oxyglucon- 
siiure ein. Dieser ProzeB scheint in neutraler Lésung besser 
zu verlaufen als in saurer (vgl. Vers. 5/6 mit 13/14). Wabrend 
sich die p,, in den sauren Versuchen nicht wesentlich anderte, 
war die Anderung in den Versuchen mit CaCO, sehr stark, 
von 4,3 am 10. Versuchstag bis 7,7 am 20. Versuclistag. 


Die Bildung der 5-Ketogluconsaure. 

In der Versuchsreihe 2 wurden die Bakterien auf freie Glucon- 
siure cinwirken gelassen; die Nihrlésung bestand aus 5 °/, Glucon- 
siiurelucton, 0,5 °/, Hefeextrakt und n/25-Essigsiiure. Zuniichst wurden 
die Kulturen bei 26° zur Entwicklung gebracht, dabei bildeten sich 
iiberall nur sehr diinne Bakterienhiiute; ain 25. Tag wurden die zwei 
restlichen Versuche weiterhin bei 22—23° stehen gelassen. Die ge- 
bildete Menge an Oxygluconsiure war gemi8 dem Reduktionsvermégen 
der Lésung nur sehr gering. Die Analysen erfolgten am 28., 47., 62. 
und 96. Tage; im besten Falle betrue die Menge der gebildeten Oxy- 
gluconsiiure héchstens 4 °/, der angewendeten Gluconsiiure, die py der 
Fliissigkeit war zweifellos ungiinstig, 

Versuchsreihe 4c. Als dritier Teil der Versuchsreihe 4 wurde 
die Kinwirkung der Bakterien auf eine 5°/,ige Lésung von Ca-Glu- 
conat untersucht; im iibrigen wie friither (Tab. II). 

Ergebnisse: Es wurden iiber 50°/, an Ca-Oxygluconat 
aus Ca-Gluconat bis zum 25. Tag gebildet. Auffallend lang- 
sam erfolgte der Umwandlungsproze8 bis zum 10. Tag. Aus 
der Verschiebung der p,, in das alkalische Gebiet und der 
zugleich damit einsetzenden Umwandlung gewinnt man den 
Hindruck, daB die Bildung der Oxygluconséure in schwach 
alkalischer Lésung am raschesten verliuft. 

Zur Identifizierung der Oxygluconsaure diente das 
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Tabelle II. 
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9/10 
11/12 
13/14 
15/16%) 


17/18 
19/20 
21/223) 


Ver- 
suchs- 
dauer 


Tage 





23/243) 





C-Quelle 
und 
Zusitze 


0/ 
5 "lo 


Glucose 


gO 
Glucose 
mit 


CaCO, 


5%, 
Ca-Glu- 


conat 





Aci- 
ditiit 


aus den Versuchen 13/14 
das in der Kulturfliissigkeit direkt auskrystallisiert war. 





CaO 





Glucon- 
siure 


(ber. ') 





Glucon- 


saiure 
vom 
Zucker 
0/ 





Oxyglucon- 
siiure 
vr”) | 0 , 
0 0 
1,02 | 20,4 
1,03 | 20,6 
1,68 | 33,6 
1,07 | 21,4 
0,25 4,04) 
1,32 | 26,4 
2,12 | 42,4 
268 53,6 


5,761 mg Substanz (bei 100° getrocknet) gaben 1,764 mg CaSQ,.°) 
9,39 °/, Ca % 
Gef. 9,01 


Ca(C,H,0,), 


Ber. 





Pir 


8,1 
8,1 


der Versuchsreihe 4 isolierte Ca-Salz, 


Im AnschluB daran sei die Tabelle iiber die Reduktions- 
kraft der Oxygluconsiure wiedergegeben. Bei der Bestimmung 





den 


1) Nach 


Abzug der 
Menge Oxygluconsiure. 

*) Berechnet aus dem Reduktionsvermégen der Lisung, wenn in 
betreffenden Versuchen 


reits gering war. 


der Oxygluconsiure. 


‘) Alle folgenden Werte beziehen sich nicht auf freie Oxyglucon- 
saure, sondern auf deren Ca-Salz, da als Ausgangssubstanz Ca Gluconat 


verwendet wurde. 


®) Kiliani fand 9—9,6 °/, Ca. 


der Jodverbrauch 


5) In der Mikromuffel von Pregl. 


aus dem Reduktionsvermégen 


nach Willstiitter 


berechneten 


*) Die betreffenden Versuche wurden nach der Bestimmung der py, 
in Salzsiiure gelést, wegen der Abscheidung von krystallisiertem Ca-Salz 


be- 
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des Reduktionsvermégens wurde in der Weise vorgegangen, 
daB 0,3273 g reines Ca-Oxygluconat in Wasser gelést und 
nun auf 150 ccm aufgefiillt wurde. An bestimmten Mengen 
dieser Lésung wurden nun die Reduktionsbestimmungen nach 
Bertrands Methode vorgenommen. 


Reduktionstabelle von 5-Ketogluconsidure. 














Ca- Oxy- 

Lésung Oxygluconat | gluconsiiure Cu 
eem mg mg mg 
2 4,36 3,95 6,07 
5 10,91 9,88 12,82 
10 21,82 19,77 25,64 
20) 43,64 39,54 50,61 
30 65,46 59,31 73,89 
40 87,28 | 79,08 91,81 


Durch Interpolation wurden die Zwischenwerte ermittelt; 
diese Tabelle diente zur Berechnung der Oxygluconsaure in 
den Kulturfliissigkeiten aus den gefundenen Cu-Werten. 


Versuchsreihe 5. Vergleich der Bildung von Oxygluconsiiure 
aus Glucose in Gegenwart von CaCO, sowie aus Ca-Gluconat. Ver- 
wendung von n/150- und n/200-Buttersiiure zur Fernhaltung von In- 
fektionen. Weiterhin wurden auch Versuche ohne Zusatz von Butter- 
siiure durchgefiihrt und iiberall der Prozentsatz der infizierten Versuche 
beriicksichtigt. Im iibrigen wurde in analoger Weise wie bisher vor- 
gegangen, nur daB zwecks einheitlicher Durchfihrung der Analysen das 
in den Kulturfliissigkeiten auskrystallisierte Ca-Oxygluconat durch Be- 
handlung mit Salzsiure in Lésung gebracht und die zu analysierende 
Fliissigkeit auf 100 cem aufgefillt wurde. Auf die Bestimmung der py 
muBte hier daher verzichtet werden. Zur Ermittelung der eventuell 
noch vorhandenen Glucosemengen wurde der Jodverbrauch der Lésungen 
wie frither bestimmt (Tab. ITD). 


Ergebnisse der Versuchsrethe 5. 


1. Hinsichtlich der Bildung von Ca-Oxygluconat zeigte 
sich, daB die in den Glucoseversuchen gebildete Menge er- 
heblich gréBer war als in den Ca-Gluconatversuchen. Die 
weitere direkte Umwandlung des von den Bakterien selbst zu- 
niichst gebildeten Ca-Gluconates erfolgte demnach besser als 
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Tabelle III. 
y Ver- Jodver- Cu in Ca-Oxygluco- 
suche- d Quelle; saure a Lé ber. Aus- | tionen 
Nr. 7 Lésung') | 4°8""8 Tans Cu beute ”) 
Tage cem mg g o/. yh 
1/2 15 oO 1,1 88,1 $,2 64 
3/4 20 e ; _ 88,7 3,24 | 64,8 
Ss 2 bs ad 77,1 | 2,76 | 55,2 | ° 
7/8 30 g . 83,4 3,0 60 
© 
9/10 15 5 1,0 51,6 1,94 38,8 
i] 
11/12 | 20 = —- 77,7 | 2,76 | 55,2 
13/14 | 25 ® | n/200 7 72,8 | 2,52 | 50,4 ¥ 
15/16 30 =. — a 2,76 5,2 
17 15 0,45 28,6 | 1,07 | 42,8 
19/20 | 20 = it 61,9 | 2,16 | 43,2 ; 
nm | n/150 a ' ain 25 
21 25 3 — 27,6 0,96 38 
23/24 | 30 = _ 57,1 | 1,96 | 39,2 
O 
25/26 | 15 E 0,8 57,8 | 2,0 | 40,0 
28 20 a in — 28,2 0.96 38,4 
ta — 97 
29 25 i n/200 — 38,8 0,99 39,8 wie 
31/32 | 30 si 94,7 (2)| (3,56) | (71,2) 
© © 
33 16 | 26 0,2 26,9 | 0,93 | 87,2 
35 | 20 | eS - 22.3 | 11 44 - 
37/388 | 25 5° a — 46,6 1,57 | 81,4 - 
40 30 ss — 28,1 0,98 39,2 
in Versuchen bei denen die Bakterien auf Ca-Gluconat ge- 


wachsen waren. Allerdings muB auch die Gegenwart von CaCO, 
in den Glucoseversuchen beriicksichtigt werden. 
2. Der Zusatz von Buttersiiure scheint, abgesehen von 


der Fernhaltung von Pilzinfektionen, noch eine stimulierende 
Wirkung zu haben; denn in den Versuchen mit Glucose und 
CaCO, wurden nur bis 44°/, an Ca-Oxygluconat gebildet, in 


1) Alle Versuche (je zwei oder je einer) waren stets auf 1 Volumen 
von 100 cem aufgefillt. Gef. cem = n/10-Jodlésung. 
*) Berechnet auf verwendete C-Quelle. 
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den analogen Versuchen mit n/150-Buttersiure dagegen in 
gleichen Zeiten (am 20. Tag) fast 65 °/). 

3. In Abwesenheit von Buttersiure wurden etwa 36°/, 
der Glucoseversuche durch Pilze (Aspergillus niger) infiziert, 
die Gegenwart von n/150- oder n/200-Buttersiure dagegen 
kein einziger Versuch, wohl aber 25°/, der Gluconatversuche. 

Aus allem geht hervor, da’ zur Gewinnung der 5-Keto- 
gluconsiure mittels der benutzten Bakterien die Verwendung 
von Glucose in Gegenwart von CaCO, sowie n/150-Buttersiure 


am gilinstigsten erscheint. 


Zusammenfassung. 
1. In saurer Lisung, sowie in Gegenwart von CaCO, 
wurden aus Glucose bis gegen 80°/, an Gluconsiure gebildet; 
ein Gehalt von n/50- bis n/125-Buttersiiure erwies sich hierbei 


als giinstig. 
2. Die Bildung der 5-Ketogluconsiiure erfolgte in schwach 


alkaliscber Reaktion am besten. 

3. In Gegenwart von CaCO, wurden aus Glucose erheb- 
lich gréBere Mengen von 5-ketogluconsaurem Ca gebildet als 
aus Ca-Gluconat. In Gegenwart von CaCO, und n/150-Butter- 
siiure wurden aus Glucose in 20 Tagen fast 65°/, an oxy- 
gluconsaurem Ca gebildet, in Abwesenheit der Buttersiure nur 
etwa 44°/,, auBerdem war dabei die Infektion sehr stark 


(36 °/, der Versuche). 


j 
/O 


4. Die Ermittelung der Menge der 5-Ketogluconsiure er- 
folgte auf Grund des Reduktionsvermégens; hierfiir wurde eine 
g gens; 
eigene Tabelle aufgestellt. 
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Studien iiber die aus Zuckerarten sich ableitenden 
Furanverbindungen.’) 


II. Uber einige Acetylderivate des Oxymethyl-furfurols. 
Von 


Junji Karashima. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Nagasaki.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1928.) 


Bei dem Interesse, welches speziell die aus Zuckerarten 
sich ableitenden Furanderivate fiir die Biologie bieten, schien 
es wiinschenswert, eine Reihe von Acetylverbindungen her- 
zustellen und ihr Verhalten im Tierkérper zu untersuchen. 

Ankniipfend an eine friihere Arbeit”), in der nachgewiesen 
wurde, daB das Oxymethylfurfurol im Tierorganismus stets 
sehr leicht oxydiert wird und als Oxymethyl-brenzschleimsaure 
in den Harn iibergeht, wihrend diese Siure weder aus Chiton- 
siure noch aus Chitarsiure gewonnen wird, habe ich das 
Acetyl-oxymethyl-furfurol und Acetyl-oxymethyl-furfuracrylsiure 
synthetisiert und gepriift, wie sich beide Stoffe im Tierkérper 
verhalten. 


I. Darstellung des Acetyl-oxymethyl-furfurols. 


HC——CH 
| 

CH,-CO-0-CH,-C é. co 
Sr 


Bereits im Jahre 1901 wurde diese Substanz von 
H. J. H. Fenton und M. Gostling*) aus Brommethyl-furfurol 


1) Diese Zs. Bd. 169, S. 278 (1927). 

*) A. a. O. 

5) Jl. chem. soe. London Bd. 79, 8. 807 (1901); Chem. Zbl. 1901, II, 
S. 426. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX. 16 
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durch Behandlung mit Silberacetat dargestellt. Aus dem leicht 
zuginglichen Oxymethyl-furfurol habe ich das Acetyloxymethyl- 
furfurol in bequemer Weise synthetisiert. 

12,6 g Oxymethyl-furfurol (1 Mol.), 16,4 g wasserfreies 
Natriumacetat (2 Mol.) und 25,5 g Essigsiureanhydrid (2,5 Mol.) 
wurden im Kolben gut gemischt und im Wasserbade unter 
RiickfluBkiihlung 2 Stunden lang erwirmt. Um das iiber- 
schiissige Essigsiureanhydrid zu beseitigen, wurde die heiBe 
Lésung mit der etwa 5fachen Menge Wasser versetzt und im 
Vakuum verdampft. Beim Zusatz von Wasser fiel das Acetyl- 
oxymethyl-furfurol als briunliches Ol aus, welches beim Ab- 
kiihlen im Eisschrank allmahlich krystallinisch erstarrte. Die 
Krystallmasse wurde abfiltriert und aus heiBem Wasser unter 
Zusatz von Tierkohle wiederholt umkrystallisiert. Die Aus- 
beute an farblosen Krystallnadeln betrug 12,0 g, entsprechend 
71,4°/, der Theorie. 

0,1289 g Substanz gaben 0,2692 g CO, und 0,0568 g H,O. 

C,H.O, Ber. C 57,12°, H 4,77°/, 
Gef. ,, 56,96 4,92 

0,2451 g Substanz gaben in 30,3517 g H,O eine Erniedrigung 
von 0,09°. 

C,H,0, Ber. Molekulargewicht 168,064 
Gef. % 165,9 

Der Aldehyd ist in Alkohol und Kssigester leicht léslich, 
aber ziemlich schwer in Wasser und Ather. Im Einklang mit 
der Angabe von Fenton und Gostling schmilzt die Substanz 
bei 55°. Genau so wie das Oxymethyl-furfurol verhalt sie sich 
gegen Resorcin- oder £-Naphthol und reduziert Metalloxyd. 


II. Oxydation des Acetyl-oxymethyl-furfurols. 


Um die Acetyl-oxymethyl-brenzschleimsaure aus Acetyl-oxy- 
methyl-furfurol zu gewinnen, habe ich versucht, das Acetyl- 
oxymethyl-furfurol durch verschiedene Oxydationsmittel zu oxy- 
dieren. Es ergab sich hierbei: Wurde das Acetyl-oxymethyl- 
furfurol zuerst mit Kupferoxyd, Silberoxyd oder Quecksilber- 
oxyd oxydiert, so erfolgte die Oxydation unter gleichzeitiger 
Entacetylierung. Man bekam dadurch Oxymethy]-brenzschleim- 
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siure. Durch alkalische Oxydationsmittel, wie Kaliumper- 
manganat, erfolgte noch weitere Oxydation, indem sich Dehydro- 
schleimsiure und Oxalsiaure bildeten. 

Eine Lésung von 10,0 g Acetyl-oxymethyl-furfurol in 700 ccm 
Wasser wurde mit 30 g Natronlauge in 400 ccm Wasser ver- 
setzt. Zu dem Gemenge gab man eine Lésung von 60 g 
Kaliumpermanganat in 1000 ccm Wasser tropfenweise aus 
einem Scheidetrichter. Durch hiufiges Umschiitteln wurde die 
Reaktion unterstiitzt und gleichzeitig die Temperatur durch 
Kintauchen in Kiswasser unter 5° gehalten. Nach Beendigung 
der Behandlung lieB man die Mischung noch 2 Stunden stehen, 
bis die griine Farbung des Manganates verschwunden war. 
Nachdem der Braunstein abfiltriert war, wurde das Filtrat mit 
Schwefelsaiure neutralisiert und dann unter vermindertem Druck 
eingeengt. Die farblose Fliissigkeit wurde mit Schwefelsiure 
angesauert, dann mit Ather im Extraktionsapparat extrahiert. 
Aus dem Atherextrakt wurde nach dem Verdampfen des Athers 
ein umfangreicher Krystall gewonnen. Man digerierte den 
Krystall mit kaltem Wasser, wobei sich der gréBere Teil des- 
selben liste. Der im Wasser unlésliche Krystall wurde als A 
und die wiBrige Lésung als B verarbeitet. 

A. Der im Wasser unlésliche Krystall wurde in absolutem 
Alkohol gelést; beim allmaihlichen EKindampfen der Lésung 
schied sich ein glinzendes, kleieférmiges Krystallblittchen aus, 
welches leicht sublimierte und nicht unter 300° schmolz. Die 
reine Substanz betrug 0,28 g. Sie lést sich in Alkohol und 
Ather, schwer in heiBem Wasser und reagiert sauer. 

0,1618 g Substanz gaben 0,2726 g CO, und 0,0432 g H,0. 

C,H,O; Ber. C 46,149, H 2,58 °/, 
Gef. ,, 45,95 » 2,98 


Beim Kochen der waBrigen Liésung mit einigen Tropfen 
Kisenchloridlésung bildet sich eine Gallerte. Auf Grund der 
obigen Untersuchungen wird angenommen, da8 die Substanz 
mit Dehydroschleimsaure identisch ist. 


B. Aus der wifrigen Lésung bekam man einen schénen Krystall. 
Der Krystall lést sich in Wasser, Alkohol und Ather und reagiert sauer. 
Der an der Luft getrocknete Krystall schmilzt bei 102° (unkorr.) und 
16* 
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zeigt keine Schmelzpunktsdepression bei der Mischprobe mit Oxal- 
siiure. Die Analyse ergab einen Wert, der mit dem von Oxalsaure 
gut ibereinstimmt. 


0,1273 g Substanz gaben 0,0880 g CO, und 0,0583 g H,0. 


0,4330 g . verloren bei 78° im Vakuum 0,1250 g H,O. 
C,H,0,-2H,O ~—_ Ber. C 19,04 °, H 4,80°/, H,O 28,59 °/, 
Gef. ,, 18,85 » 5,12 » 28,86 


Die Ausbeute betrug 1,78 g. 


III. Darstellung der Acetyl-oxymethyl-furfur-acrylsaure 
und Oxymethyl-furfur-acrylsaure. 
HC——-CH 
I 
RO-CH,-C b cH—cH.coon; R=H, oder CH,CO. 


se 
O 


Middendorp!) hat bereits versucht, die Oxymethy]-furfur- 
acrylsiure durch Erhitzen von Oxymethyl-furfurol-malonsiure 
darzustellen; er erhielt dabei die Substanz in unreinem Zu- 
stande. Bei Anwendung von Perkins Synthese habe ich 
Acetyl-oxymethyl-furfur-acrylsiure aus Acetyl-oxymethyl-fur- 
furol oder Oxymethyl-furfurol synthetisiert; aus dieser Saure 
wurde die Oxymethyl-furfur-acrylsiure durch nachherige Ver- 
seifung leicht gewonnen. 


A. Kondensation des Acetyl-oxymethyl-furfurols oder 
Oxymethyl-furfurols mit Essigsiure zu Acetyl-oxy- 
methyl-furfur-acrylsdure. 

8,4 g Acetyl-oxymethyl-furfurol (1 Mol.) oder 6,3 g Oxy- 
methyl-furfurol (1 Mol.) werden mit 12,3 g wasserfreilem Natrium- 
acetat (3 Mol.) und 20,4 g Essigsiureanhydrid (4 Mol.) gemischt, 
6 Stunden lang im Olbade auf 160—170° erhitzt. Das Reak- 
tionsprodukt, welches nach dieser Zeit beim Erkalten fast voll- 
kommen erstarrt, wird in wiBriger Sodalésung geliést und die 
alkalische Flissigkeit dann zur Entfernung des unverinderten 
Aldehyds mit Essigester ausgeschiittelt. Alsdann wird die 
Lésung mit Salzsiure angesiiuert, wobei sich die gesuchte 
Saure in Form von einem aus feinen, gelblichen Nadeln be- 


!) Recuell des travaux chim. des Pays-Bas Bd. 38, 5. 1 (1918). 
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stehenden Niederschlag abscheidet. Mit Tierkohle gereinigt, 
krystallisiert die Substanz aus wiBriger Liésung in diinnen, 
langen, farblosen Nadeln. Die Ausbeute betrug bei Ver- 
wendung des Acetyl-oxymethyl-furfurols 5,25 g, entsprechend 
50,0 °/, der Theorie, bei der des Oxymethyl-furfurols 3,5 g, 
entsprechend 33,3 °/, der Theorie. 

0,1084 g Substanz gaben 0,2272 g CO, und 0,0509 g H,0. 

C,,H,,0; Ber. C 57,12 °%, H 4,80 °/, 
Gef. ,, 57,16 »» 5,25 

Die Siure ist in Essigester, Alkohol und Chloroform ziem- 
lich leicht léslich, schwer in Ather. In kaltem Wasser ist sie 
kaum loéslich, in kochendem leichter. Das aus Wasser um- 
krystallisierte Nadelchen schmilzt bei 134°. 


B. Entacetylierung. 


Die Verseifung der Acetyl-oxymethyl-furfur-acrylsiiure er- 
folgte glatt auf folgende Weise: 

2 ¢ der Siure werden 2!/, Stunden mit 100 ccm heiB ge- 
sittigter Barytlésung riickflieBend erhitzt, die erhaltene Lésung 
nach Zugabe von viel Wasser abfiltriert. Das Filtrat wird 
mit Kohlensiure durchstrémt und der Baryt genau ausgefillt. 
Hierauf wird das farblose Filtrat eingeengt, mit Schwefelsiure 
angesiiuert und im Extraktionsapparat mit Ather extrahiert. 
Nach dem Verdampfen des Athers erhiilt man einen Krystall- 
brei. Er wird aus heiBem Wasser mit Tierkohle umkrystalli- 
siert, wobei man glinzende Krystallnadeln in einer Ausbeute 
von 1,16 g, entsprechend 72,5 °/, der Theorie erhilt. Die Sub- 
stanz schmilzt bei 139°; bei der Mischprobe mit Acetyl-oxy- 
methyl-furfur-acrylsiure zeigt sich eine Schmelzpunktsdepression. 
Ks ist von Interesse, daB die Oxymethyl-furfur-acrylsiure nicht 
sublimiert wie ihr Acetylderivat. 

0,1667 g Substanz gaben 0,3468 g CO, und 0,0757 g H,0O. 

C,H,0, Ber. C 57,12 %, H 4,80 °/, 
Gef. ,, 56,74 » 5,04 

Die Saiure ist in kaltem Wasser schwer ldslich, jedoch 
lést sie sich in heiBem Wasser leichter als Acetyl-oxymethy]- 
furfur-acrylsiure. Ebenso wie ihre Acetylverbindung ist sie 
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leicht léslich in Essigester und Alkohol, dagegen schwer in 
Chloroform und Ather. 


IV. Futterung von Acetyl-oxymethyl-furfurol. 


Das synthetisch dargestellte Acetyl-oxymethyl-furfurol wurde 
in waBriger Lésung Hunden, Kaninchen und Hiihnern per os 
oder subcutan eingegeben. Aus dem Harn der Versuchstiere 
wurde die Oxymethyl-brenzschleimsiure in betrachtlicher Menge 
isoliert, wahrend die Acetyl-oxymethyl-brenzschleimsiure und 
Oxymethyi-pyromykursiure nicht mit Sicherheit nachgewiesen 
wurden. 

Der gesammelte Harn der Versuchstiere wurde bei niedriger 
Temperatur zum Sirup verdampft. Der Sirup wurde mit er- 
wirmtem 90 °/,igem Alkohol erschépfend extrahiert. Der nach 
Abdampfen des Alkohols erhaltene Riickstand wurde in wenig 
Wasser aufgenommen und mit Phosphorsaure angesiiuert, dann 
mit Ather in Kumagawa-Sutoschen Extraktionsapparat 
extrahiert. 

A. Aus dem Atherextrakt scheiden sich schon im Verlauf 
der Extraktion prachtvolle Krystallnadeln aus. Nach Ab- 
dampfen der itherischen Mutterlauge erhielt man auch noch 
weitere Krystalle. Sie wurden vereinigt und mit heiBem 
Wasser unter Zusatz von Tierkohle umkrystallisiert. Die so 
gereinigte Substanz lést sich in Wasser und Alkohol, schwer 
in Ather. Sie schmilzt bei 167° unter Gasentwicklung. In 
den Analysendaten zeigt diese Substanz eine gute Uberein- 
stimmung mit Oxymethyl-brenzschleimsiure. 

B. Die riickstiindige Fliissigkeit der Atherextraktion wurde 
auf Oxymethyl-pyromykursiure verarbeitet; entgegen meiner 
Erwartung konnte ich jedoch die Saure nicht isolieren. 


1. Versuch an Kaninchen. 


Versuch 1: 5 g Acetyl-oxymethyl-furfurol wurden einem Kaninchen 
innerlich verabreicht und zwar in tiglich einmaliger Dosis von 2,5 g. 

Die Verarbeitung des Urins geschah in der oben beschriebenen 
Art. Aus dem gesammelten Urin erhielt ich farblose, nadelférmige 
Krystalle. Das Priiparat schmolz bei 167° DaB es sich um Oxy- 
methyl-brenzschleimsiiure handelte, wurde durch eine Analyse bestitigt. 








| 
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0,1147 g Substanz gaben 0,2117 g CO, und 0,0507 g H,O. 
C,H,0, Ber. C 50,69 °/, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 50,33 4,94 


Die Ausbeute betrug 3,10 g, entsprechend 73,3 °/, der Theorie. 

Versuch 2: In einer Gesamtquantitit von 3 g wurde das Acetyl- 
oxymethy]-furfurol 3 Kaninchen subecutan in tiglich einmaliger Dosis von 
0,5 g eingespritzt. Aus dem Harn wurden 1,77 g reine Oxymethyl- 
brenzschleimsaure (entsprechend 69,8 °/, der Theorie) isoliert, die bei 
167° schmolz. 


2. Versuche an Hunden. 


Versuch 3: Einem Hunde wurde das Acetyl-oxymethyl-furfurol in 
einer Gesamtquantitaét von 5 g innerlich in Dosen von je 2,5 g auf ein- 
mal verabreicht. Aus dem Urin, den ich ebenso wie in der oben be- 
schriebenen Weise verarbeitete, konnte ich 3,05 g reine Substanz er- 
halten, welche bei 167° schmolz. Da8B es sich um Oxymethyl-brenz- 
schleimsiiure handelte, wurde durch folgende Analyse zur Gewibheit. 

0,1724 g Substanz gaben 0,3196 g CO, und 0,0704 g H,O. 

C,H,O, Ber. C 50,69 °%, H 4,26 °/, 
Gef. ,, 50,59 » 4,56 


Die Ausbeute entspricht 72,1 °/, der Theorie. 

Versuch 4: Dem bei Versuch verwendeten Hund wurden 2 ¢ 
Acetyl-oxymethyl-furfurol in tiiglichen Dosen von 1,0g subcutan ein- 
gegeben. Aus den wie sonst gewonnenen Atherausziigen des Harnes 
bekam ich 0,42 g reine Oxymethyl-brenzschleimsiure, entsprechend 
49,7 °/, der Theorie. 


38. Versuche an Hiithnern. 


Versuch 5: 2 Hiihnern wurde das Acetyl-oxymethyl-furfurol in 
taglichen Dosen von 2,5 g pro Kopf per os eingegeben. Im ganzen er- 
hielten die Tiere zusammen 10 g Acetyl-oxymethyl-furfurol. Die ge- 
sammelten Exkremente der Hiihner wurden auf dem Wasserbade ge- 
trocknet, mit heiSem Alkohol erschépfend extrahiert, der vereinigte 
Auszug abgedampft und der Riickstand im Wasser aufgenommen. Die 
weitere Verarbeitung geschah in der oben beschriebenen Weise. Aus 
der Fraktion von Oxymethyl-breuzschleimséiure gewann ich die Sub- 
stanz in schénen Krystallen, die bei 167° schmolzen. 

0,13828 g Substanz gaben 0,2468 g CO, und 0,0556 g H,O. 

C,H,O, Ber. C 50,69°, H 4,26 °/, 
Gef, ,, 50,79 y 4,69 


Es unterliegt keinem Zweifel, daB die hier erhaltene Substanz mit 
Oxymethyl-brenzschleimsaure identisch ist. Die Ausbeute betrug 6,13 g, 
entsprechend 72,5 °/, der Theorie. 
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Versuch 6: 3g Acetyl-oxymethy|-furfurol wurden einem Huhn in 
tiglich einmaliger Dosis von 1,5 g subecutan verabreicht. Die Be- 
arbeitung der Exkremente geschah in der oben beschriebenen Art. Es 
wurde gewonnen: 1,73 g Oxymethyl-brenzschleimsiure, entsprechend 
68,2 °/, der Theorie. 

Die Ergebnisse der einzelnen Fiitterungsversuche von Acetyl-oxy- 
methyl-furfurol sind im folgenden tabellarisch niedergelegt. 








Gefiitterte | Ausbeute von Oxymethy]- 
Versuchs- Tierarten Menge brenzschleimsiure 
: 4 £ | lo 
1 Kaninchen 5 3,10 73,3 
2 " 3 1,77 69,8 
3 Hund 5 3,05 72,1 
4 . 1 0,42 | 49,7 
; Huhn 10 613 | 72,5 
6 . 3 1,73 68,2 



































Der Kupfergehalt normaler und pathologischer Organe. 
1. Methodik. 


Von 


R. Schénheimer und F. Oshima. 


(Aus der chemischen Abteilung des pathologischen Instituts der Universitit 
Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1928.) 


In der letzten Zeit ist verschiedentlich auf die Bedeutung 
des Kupfers im hodheren Tierorganismus hingewiesen worden. 

Warburg?) und Abderhalden und Mdller?) bestimmten 
die Kupfermenge im Serum und fanden sie etwa in derselben 
GréBenordnung wie die des Kisens. H. Fischer’) konnte aus 
verschiedenen Organen eines Porphyrinkranken Porphyrine 
als Kupfersalze isolieren. In sog. Pigmentgallensteinen wurde 
zu gleicher Zeit von Meunier und St. Laurens‘) und in der 
hiesigen Abteilung von Peel®) betrichtlicher Kupfergehalt ge- 
funden. Fiir einige Krankheiten wird neuerdings das Kupfer 
als itiologisches Moment angesehen (z. B. die Hiamochromatose), 
ohne daB dafiir allerdings der exakte Beweis geliefert werden 
konnte. 

Die bisher angewandten Methoden zur Bestimmung des 
Kupfers im Organ miissen, teilweise wegen der gering vor- 
handenen Metallmengen, mit auBerordentlich groben Organ- 
mengen arbeiten. Abderhalden und Mller, die das als 
Sulfid gefallte Kupfer zur Wagung brachten, gingen von 


1) Biochem. Zs. Bd. 187, S. 255 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 176, S. 95 (1928). 
5) Diese Zs, Bd. 150, S. 73 (1925). 
4) C. R. Bd. 183, S. 1311 (1926). 

5) Diese Zs. Bd. 167, S. 250 (1927). 
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630—1000 ccm Serum aus. Auch zur colorimetrischen Be- 
stimmung des Kupfers in den sehr kupferreichen Meertieren 
brauchten Rose und Bodanski’) noch 100g Ausgangsmaterial. 
Allein die Methode von Warburg arbeitet bei der Bestimmung 
im Serum nur mit 1 ccm. Sie ist aber vorlaufig nur fiir das 
Serum ausgearbeitet. Die notwendige Apparatur ist in den 
meisten Laboratorien nicht vorhanden. 

Fiir die Bearbeitung des verschiedenen Materials sahen 
wir uns gendtigt, eine neue Kupferbestimmungsmethode aus- 
zuarbeiten, die mit so kleinen Kupfermengen arbeitet, daB das 
zur Bestimmung verwandte Organmaterial leicht verascht 
werden kann. 

Eine gewichtsanalytische Methode kam nicht mehr in Frage. Die 
fiir die Colorimetrie meist verwandte Blaufiirbung mit Ammoniak war 
noch zu unempfindlich, und die von Imbert und Pilgrain?) empfohlene 
auBerordentlich empfindliche Blaufiirbung mit der Schénbeinschen 
Reaktion ist zu unbestiindig, und die Farbtiefe von einer groBen Zahl 
Umstiinde (py und Salzgehalt des Mediums usw.) abhiangig. 

Als geeignetste Kupferfiirbung erwies sich uns die Spacu- 
sche Reaktion*), die Bildung des in Chloroform ldslichen, 
intensiv griin gefairbten Kupfer—Pyridin—Rhodankomplexes. Die 
Empfindlichkeit unserer Methode beruht darauf, daB wir das 
Kupfer aus 5—10g Organ isolieren und in Form dieses 
Komplexsalzes in 1—2 ccm Chloroform zur Colorimetrie bringen. 
Die Isolierung geschieht durch Fillung der Aschenlésung mit 
H,S und erneutem Veraschen des Filters mit dem darauf be- 
findlichen Niederschlag. In dieser zweiten Aschenlésung von 
kleinem Volumen wird die Spacusche Reaktion angestellt 
und das Komplexsalz mit kleinsten Mengen Chloroform aus- 
geschiittelt und colorimetriert. 


Die feuchte oder trockene Substanz wird mit Salpeter-Schwefel- 
siiure im 50 oder 100 eem Kjeldahlkolben unter dauerndem Umschwenken 
iiber freier Flamme verascht. Von Blut oder Serum werden 10 cem, 
von normaler Leber 5—7 g, von kupferreichen Organen (Himochroma- 
tose oder Gallensteine) entsprechend weniger verwandt. Die Veraschungs- 


——— 





') Jl. of Biol. Chem. Bd. 44, S. 99 (1920). 
*) Bull. Soe. chim. France Bd. 4, 8S. 3560 (1924). 
*) Analyst. Bd. 49, S. 275 (1924). 
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flissigkeit wird in mdglichst kleinen Mengen aus einer Biirette zu- 
gegeben und bis zur voélligen Farblosigkeit in Wirkung gelassen. Die 
zuriickbleibende Schwefelsiure wird bis auf ein ganz kleines Volumen 
abgeraucht, wobei zu beachten ist, -daB der Kolben in dauernder Be- 
wegung bleibt, damit er nicht platzt. Bei sehr eisenreichen oder kalk- 
reichen Organen fallen die in Schwefelsiiure schwer lislichen Eisen- 
und Calciumsulfate aus. Der Riickstand wird in 50 eem Wasser auf- 
genommen; zur Entfernung der Nitrosylschwefelsiiure wird 10 Minuten 
gekocht und wieder auf etwa 50 ccm aufgefiillt. (Etwa auszefallenes 
Eisen oder Calciumsulfat wird am besten jetzt abfiltriert.) Die klare 
farblose Lésung wird mit H,S gefiillt. Dabei bildet sich aus normalen 
Geweben ein kaum sichtbarer Niederschlag oder meist nur eine sebr 
geringe kolloidale Triibung. Bei sehr kupferarmen Organen kann die 
Filtration zu Fehlern fiihren. Uns hat sich fiir die Filtration folgende 
Methode bewihrt: Zu der H,S-haltigen Fliissigkeit werden einige Tropfen 
einer ganz diinnen wifrigen Bromlésung zugegeben. Dabei triibt sich 
die Lésung leicht durch ausgefallenen Schwefel. Wenn jetzt die Lésung 
auf ein kleines Volumen eingedampft wird, fiillt der Schwefel in Flocken 
aus und rei®t das Kupfer mit. Diese Flocken lassen sich sehr leicht 
filtrieren. Das Filter wird so lange mit leicht H,S-haltigem Wasser aus- 
gewaschen, bis in dem Filtrat auch in dicker Schicht mit Ammo- 
nium-Rhodanid kein Eisen mehr nachzuweisen ist.') Das noch feuchte 
Filter mit dem Niederschlag wird in ein Jenaer Reagenzglas (2 x 15 cm) 
gebracht und iiber freier Flamme mit kleinen Mengen Neumannschen 
Reagens verascht. Die Siiure wird wieder unter stiindiger Bewegung bis 
auf ein ganz kleines Volumen abgeraucht. Der Riickstand wird mit 
etwa 5 ccm Wasser aufgenommen, wieder eingedampft und wieder auf 
etwa 5cem aufgefillt. Es wird die Siure mit Ammoniak abgestumpft 
und gegen Phenolphthalein mit H,SO, gerade angesiiuert. Es wird mit 
etwa 10—15 cem Wasser in einem 25 cem-Schiitteltrichter mit sehr 
engem Ablaufrohr gespiilt. Dazu werden 3 cem 10°/,iges Ammonium- 
thodanid und 1cem Pyridin gegeben. Bei etwas gréBeren Kupfer- 
mengen triibt sich die Lésung gleich, bei geringen Mengen bleibt sie 
ganz klar. Die Lésung wird mit 1 ccm Chloroform ausgeschiittelt, 
mehrere Stunden stehen gelassen, und die klar abgesetzte Chloroform- 
sehicht durch einen Mikrofilter direkt in den Becher des Mikrocolori- 
meters’) filtriert. (Die Filtration bezweckt die Zuriickhaltung event. 
mitgerissener Wassertropfen. Das Filter absorbiert keinen Farbstoff.) 
Bei kleinen Kupfermengen geniigt meist die Ausschiittelung mit 1 cem 
Chloroform, und die zweite Ausschiittelung ist véllig farblos. Natiirlich 





1) Zur Oxydation des vorliegenden Ferrosalzes mu8 vor dem An- 
stellen der Reaktion kurz mit Salpetersiure gekocht werden. 

*) Es wurde das Mikrocolorimeter der Firma Hellige- Freiburg i. B. 
verwandt. 
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muB so lange geschiittelt werden, als die Lésung noch Farbstoff hergibt. 
Wenn mehrere Male ausgeschiittelt werden mu8, werden die einzelnen 
Portionen in einen MeBzylinder von 5 ccm filtriert und auf das bei der 
Colorimetrie zu beriicksichtigende Ma8 aufgefiillt. 

Die Vergleichslésung wird aus einer Kupferlésung analog her- 
gestellt: 1eem Kupferlésung (fiir normale Leber wurde 0,05 mg ver- 
wandt) wird mit 15 cem Wasser, 3 com Ammonium—Rhodanid und 
1 cem Pyridin versetzt und mit Chloroform ausgeschiittet. Bei kupfer- 
reichen Organen muB die Vergleichslésung entsprechend stirker sein. 

Die Reagenzien miissen vorher auf Cu-Freiheit untersucht werden. 
Die Merckschen Reagenzien (pro Analyse) erwiesen sich in den ver- 
wandten Mengen als geniigend rein. Als Wasser darf nur solches ver- 
wandt werden, das aus Glas oder Quarz destilliert worden ist. Das 
gewohnliche destillierte Wasser enthilt sehr stérende Kupfermengen. 


Empfindlichkeit der Methode: In einer Untersuchungs- 
reihe mit fallenden Werten ergaben sich folgende Fehler- 
grenzen: Bis 0,01 mg maximal 5°/,, bis 0,008 mg maximal 
8°/,. In noch niedrigeren Werten stieg der Fehler erheblich 
an. Die mit Blut und Leber angestellten Doppelanalysen 
differierten im Héchstfalle um 7°/. Die Griinfarbung des 
Chloroformextraktes ist lange Zeit unverindert haltbar und 
kann viele Tage stehen gelassen werden, wenn man die Ver- 
dunstung des Chloroforms peinlich vermeidet. 


2. Uber den Kupfergehalt der normalen Leber und der Leber 
bei Hamochromatose, sowie von Gallensteinen und Gesamtblut. 
Von 


F. Oshima und R. Schénheimer. 


Mit der im vorhergehenden beschriebenen Methode war 
es uns u. a. moéglich, auch der Frage nach der itiologischen 
Bedeutung des Kupfers fiir die Himochromatose niaher zu 
kommen. Mallory?) hatte angegeben, daB es mit Kupfer- 
fiitterung gelingt, an Kaninchen und anderen Tieren ein Krank- 
heitsbild zu erzeugen, das der menschlichen Himochromatose 
sehr iihnelte, auch wenn es sich nicht vollkkommen mit ihr 





1) Jl. med. research. Bd. 44, S. 107 (1924); Americ. Jl. Path. Bd. 1, 
S. 118 (1924). 














































Der Kupfergehalt normaler und pathologischer Organe. 253 


deckt. Bei der Himochromatose des Menschen treten zwei 
verschiedene Pigmente auf, von denen die eine die Hisen- 
reaktion gibt (Himosiderin), wihrend das andere sein Eisen 
in gebundener Form zu enthalten scheint (Himofuscin). Die 
Verteilung dieser beiden Pigmente bei der menschlichen Hiimo- 
chromatose ist so, daB letzteres Pigment nur in der glatten 
Muskulatur auftritt, wihrend das Himosiderin in fast allen 
Organen vorhanden ist. Bei der experimentellen Erkrankung 
wird das histologische Bild aber vom Hamofuscin vollstindig 
beherrscht. Mallory nimmt an, daB dieses Himofuscin nur 
eine Ubergangsform in das Himosiderin darstellt. 

Die Gleichsetzung der experimentellen mit der mensch- 
lichen Himochromatose fiihrte Mallory zu dem SchluB, daB 
auch beim Menschen die Himochromatose durch eine chronische 
Kupfervergiftung ausgelést wird (Kupferarbeiter, Kupfergehalt 
der Spirituosen usw.). Mallory hatte bereits versucht, den 
Kupfergehalt in der menschlichen Leber zu bestimmen. Die 
Methode ist nicht angegeben. Seine Werte sind sehr schwankend, 
und fiir die Himochromatoseleber findet er keine Werte, die 
den normalen Gehalt iibertreffen. 

Das plétzlich vermehrte Auftreten dieser friiher so seltenen 
Krankheit in unserer Gegend gab uns geniigend Material zur 
Untersuchung. Auch hier handelte es sich hauptsichlich um 
Kalle, die mit Weinbau oder Weinvertrieb zu tun gehabt haben. 
Zur Schadlingsbekimpfung werden die Reben mit Kupfer— 
Arsenverbindungen behandelt. Wir haben an unserem Material?) 
vorlaufig nur die Leber untersucht und gedenken, auch die 
anderen Organe zu analysieren. 

Bevor wir uns mit der Himochromatose beschiftigen, 
haben wir den Kupfergehalt von Gallensteinen festgestellt. 
Der Kupfergehalt in den seltenen reinen Pigmentsteinen ist 


) Einen groBen Teil unseres Materiales verdanken wir Herrn Geh.- 
Rat Lubarsch und Herrn Dr. Bork (Berlin), welche die Liebenswiirdig- 
keit besaBen, uns geniigende Mengen des von Bork [Virchows Arch. 
Bd. 269, 5.178 (1928)] veréffentlichten Materials zur Verfiigung zu 
stellen, Wir wollen auch an dieser Stelle unseren besten Dank dafiir 
aussprechen. 





254 R. Schénheimer und F. Oshima, 


recht erheblich (Nr. 1—5) und in einem Falle (4) sogar er- 
heblich héher als der des Kisens.') 





Tabelle I. 
Gehalt von Gallensteinen an Eisen und Kupfer. 
Nr. | Alter Ge- Art des Steines |enge Hisen| Menge Kupfer 
schlecht "le ¥ 

1 50 rou Pigmentstein 0,202 0,044 
2 65 fe) . 0,237 0,207 
3 69 FE : 0,123 0,0159 
4 53 F . 0,0438 0,206 
5 29 rou 9 0,0949 0,018 
6 *) -~ — Cholesterin-Pig- 

ment—Kalkstein 0,159 0,030 

















In Cholesterinpigmentkalksteinen (gewéhnlicher Gallen- 
stein) konnte bisher kein Kupfer nachgewiesen werden. Das 
lag, wie sich herausstellte, an der groBen Menge von Cholesterin, 
die diese Steine enthalten. Dadurch wird die Zusammen- 
setzung der Geriistsubstanz iiberdeckt. Nach der Extraktion 
des Cholesterins hinterbleibt bekanntlich eine sehr geringe 
Menge eines braun-schwarzen Riickstandes. Dieser enthilt 
aber eine Kupfermenge, die in derselben GréBenordnung ist 
(Nr. 6), wie die der Pigmentsteine. Demnach scheinen, mit 
Ausnahme der reinen Cholesterinsteine (die nur aus Cholesterin 
bestehen), alle Gallensteine Kupfer in erheblicher Menge zu 
enthalten.?) 


Vor der Untersuchung der Himochromatoseleber muBten 
vorerst die Werte und Schwankungen des Kupfers in der 


') Die Eisenbestimmungen wurden colorimetrisch als Kisenrhodanid 
ausgefiihrt. Uns erwies sich das bisher nicht verwandte Ausschiitteln 
des Farbstoffes mit reinem Essigester als sehr vorteilhaft, da in diesem 
Lésungsmittel die Farbe unverinderlich und unabhingig von den Kon- 
zentration der Salze und Siuren ist. 

*) Vor der Analyse mit Ather extrahiert. 

*) Der Kupfergehalt der Rindergallensteine, die sich von allen 
menschlichen Gallensteinen erheblich unterscheiden, ist seit langem be- 


kannt. 
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normalen menschlichen Leber festgelegt werden. Es wurde 
das laufende Material des Sektionssaales verwandt und nur 
diejenigen Lebern fortgelass..1, die irgendwelche morpho- 
logischen Verinderungen aufwiesen. 


Tabelle LI. 


Gehalt normaler Lebern an Eisen und Kupfer. 























Menge |mg Kupfer 
Nr. | Alter Ge- Krankheit Eisen in 
schlecht a? 
in °, i kg Leber 

1 24 3 Bronchopneumonie ~— 3,26 

2 51 9 Cholelithiasis 0,060 2,97 

3 58 J Cystitis, Pneumonie 0,060 2,21 

4 12 3 Aspirationspneumonie — 2,34 

5 71 J Mitralinsuffizienz 0,069 2,83 

6 51 9 Magencarcinom, Per- 0,060 2,12 

nizidse Animie 
7 49 ro Larynxcarcinom, Aspi- 0,048 2,83 
rationspneumonie 
8 78 3 Osophaguscarcinom — 2,03 
9* 24 9 Endoearditis ulcerosa 0,049 1,33 
lenta 
10* 54 Sy Pachymeningitis 0,062 3,92 
hiimorrhagica 

11* 65 3 Rektumcarcinom 0,058 3,68 

12* 33 rou Subakute Glomerulo- 0,050 1,96 
nephritis 

13* 62 2 Sepsis 0,063 2,00 

14* 6 9 Perforation des Oso- 0,022 1,09 
phagus 

15* 26 oa Struma basedowificata 0,059 2,01 
Pneumonie 

16* 74 2 Uteruscarcinom 0,064 2,99 
Uriimie 

* 29 oy Chron. Lungenphthise 0,048 2,66 


* Das Material ist zur Kontrolle auch nach Alkohol- und Formalin- 
fixierung untersucht worden. Dabei ist kein Kupfer ausgewaschen worden. 


Die Schwankungen liegen zwischen 1,3 und 3,9 mg im 
Kilo, halten sich also in ziemlich engen Grenzen, auch wenn 
diese Schwankungen prozentual gréBer sind als die des Kisens. 
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In der Hamochromatoseleber ist die Kupfermenge (und 
auch die des Kisens, was ja lingst bekannt ist) ganz be- 
triichtlich vermehrt. 

Tabelle III.) 


Gehalt der Himochromatoseleber an Eisen und Kupfer. 




















, Menge Eisen | mg Kupfer 

Nr. Alter Geschlecht of 07, in the el 
i 50 3 3,26 63,29 
2 58 3 2,35 32,41 
3 x 51 FE 1,83 12,35 
4 29 és 0,26 16,73 
5 xk 52 9 1,00 19,33 
6A _ aii 1,65 15,45 
70 (B. 8) 55 3 1,05 12,83 
80 (B. 9) 60 dt 1,39 11,44 
90 (B. 10) 52 é 1,81 16,49 
100 (B. 11) 57 é 1,66 14,77 
11 A (B. 6) 42 3 a 11,25 
12 A (B. 1) 50 F 1,35 16,83 
13 A (B. 5) 46 ro) = 9,86 
14 A (B. 7) 55 3 0,70 13,97 
15 * (B. 3) 57 3 _ 15,11 
16.A (B. 15) 58 3 _ 9,86 


In keinem Falle wurden Werte gefunden, die dem nor- 
malen Gehalt entsprechen oder sich ihm auch nur niahern. 
Kine Parallele ‘zum Eisengehalt besteht nicht. Die Zunahme 
des Kisens kann prozentual erheblich héher sein als die des 


Kupfers. 


1) Anm. zu Tabelle III. Das zur Analyse verwandte Material war 
leider verschiedenartig vorbehandelt worden. Nr. 1 und 2 standen uns 
nur als Trockenpulver zur Verfiigung. Der Kupfergehalt der Feucht- 
substanz diirfte etwa '/, davon betragen. A bedeutet vorherige Fixie- 
rung mit Formalin, * Fixierung mit Alkohol, O Fixierung mit beiden. 
Nr. 7—16 sind die Lebern, die uns von Herrn Geh.-Rat Lubarsch 
und Herrn Dr. Bork zur Verfiigung gestellt worden sind. Die Be- 
zeichnung B. und folgende Zahl bezieht sich auf die Verdffentlichung 
von Bork in Virch. Arch. Bd. 269, S. 178 (1928). 





: 
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Die Veriinderungen der Himochromatoseleber werden durch 
zwei Prozesse gekennzeichnet: Die Kisenablagerung und die 
atrophische Cirrhose. Diese beiden Prozesse haben aber als 
solche sicherlich keine Beziehung zum Kupfergehalt. Eine 
Leber mit hochgradiger Himosiderose bei perniziéser Animie 
(Fe-Gehalt 0,298 °/,) hatte den normalen Kupfergehalt von 
2,97 mg in 1 kg. Drei untersuchte Fialle von atrophischer 
Lebercirrhose hatten ebenfalls den normalen Kupfergehalt von 
2,03 und 3,74 mg pro Kilogramm. 

Bei der auBerordentlich seltenen hypertrophischen Leber- 
cirrhose (Hanot) legen die Verhiltnisse vielleicht anders. In 
der Sammlung des Institutes befanden sich zwei iltere Fille. 
Sie hatten im morphologischen Bilde nichts mit Hiimochro- 
matose zu tun. Sie hatten 17,94 und 6,87 mg Kupfer pro Kilo- 
gramm, Mengen, die deutlich héher sind als die der normalen 
Leber und die den Himochromatosewerten nahekommen. Unsere 
Kupieranalysen der Leber bestitigen die Anschauung von 
Mallory, daB das Kupfer mit der Himochromatose im Zu- 
sammenhang steht. Die Ansicht, dab das Kupfer fiir die 
Himochromatose die allein ausschlaggebende Rolle spielt, die 
wohl vorliufig weder durch das Experiment noch durch unsere 
Analysen geniigend gesichert. 


Tabelle IV. 


Gehalt von Gesamtblut an Kupfer. 

















Ge- ; mg Kupfer 
Nr. l Krankheit Cie 
” ai oe ee in 1 kg Blut 
I 57 fo) Uteruscarcinom 1,21 
II 49 ? Ovarialearcinom 1,44 
Ili 48 dt Kongenitale Porphyrinurie 1,18 


Zum SchluB haben wir noch einige Blutanalysen vor- 
genommen. Wir haben im Gegensatz zu Warburg und 
Abderhalden Gesamtblutanalysen ausgefiihrt. Unsere Werte 
befinden sich zwar in derselben Groé!'enordnung, differieren 
aber natiirlich wegen der Verschiedenheit des Materiales. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CL.XXX. 17 


oe « 
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Unsere Blutanalysen waren nur wegen des Falles Nr. 3 
vorgenommen worden (Kongenitale Porphyrinurie).!) Wir hatten 
hier aus verschiedenen Griinden einen vermehrten Kupfer- 
gehalt erwartet. H. Fischer hatte aus dem Knochenmark 
eines Porphyrinkranken Porphyrine als Kupfersalze isoliert 
und das morphologische Bild der Porphyrinkranken scheint 
nach den Schilderungen der Literatur groBe Ahnlichkeit mit 
der Himochromatose aufzuweisen (Cirrhose und _ schwere 
Himosiderose der Leber). Auch der Himochromatosepatient 
scheidet eine erhéhte Menge von Porphyrin aus, eine Er- 
scheinung, die oft zur klinischen Diagnose verwandt wird und 
uns vermuten lieB, daB beide Krankheiten noch andere Ahn- 
lichkeiten aufweisen. Leider stand uns kein Blut mehr von 
einem Himochromatosepatienten zur Verfiigung, so daB wir 
noch nicht wissen, ob der Kupfergehalt ebenso wie der der 
Leber vermehrt ist. 


") Das seltene Material verdanken wir Herrn Dr. Schiirmeyer 
von der med. Klinik der Universitit Freiburg i. B. 
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Uber den Chemismus der Porphyrinbildung aus §-Himinen. 


(18. Mitteilung iiber Porphyrine.) 
Von 


William Kiister und W. v. Degenfeld. 


(Aus dem Laboratorium fir organische und pharmazeutische Chemie der Technischen 
Hochschule Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1928.) 


In der 17. Mitteilung iiber Porphyrine?) wurde festgestellt, 
daB der Protoporphyrinester wie seine komplexen Zink-, Kupfer- 
und Chlorferrisalze imstande sind, 4 Atome Brom zu addieren, 
im Gegensatz zum Dimethylester des Kisessighimins, der unter 
gleichen Bedingungen nur 2 Atome Brom aufnimmt. Ks 
wurde gefolgert, daf in den zuerst genannten Stoffen der 
Acetylenrest sich in freierer Lage befindet als im «-Dimethyl- 
‘chlor)haimin, fiir das noch unentschieden blieb, ob sein Acetylen- 
rest mit dem Vinylrest zusammengetreten war, oder ob bei 
freiem Vinyl eine noch unbekannte Bindung des Acetylenrests 
vorlag, welche die Aufuahme von Brom verhinderte, wohl aber 
die Addition von 2 Mol Bromwasserstoff bei der Porphyrin- 
spaltung erlaubte. Sie muBte dann anders geartet sein als die 
Bindung des Acetylens im Hisessighimin selbst, die durch Kis- 
essig—Bromwasserstoff nur 1 Mol Bromwasserstoff addiert und 
fir welche eine Lactonbindurg mit dem einen Carboxyl sehr 
wahrscheinlich gemacht werden konnte. Denn Eisessighimin 
gibt bei der Porphyrinspaltung in sehr guter Ausbeute Nenckis 
Himatoporphyrin oder den Dimethylather desselben, je nach- 
dem das primar entstandene Additionsprodukt mit 2 Mol 
Bromwasserstoff durch Wasser oder durch Methylalkohol zerlegt 





1) Diese Zs. Bd. 179, S. 117 (1928). 


tas 





260 William Kiister und W. v. Degenfeld, 


worden war. Nun hatte sich schon bei den Versuchen von 
P. Deihle?) ergeben, daB die guten Ausbeuten an Haimato- 
porphyrin nur bei Einsatz frisch dargestellten Eisessighimins 
erhalten werden, lingere Zeit gelagerte Priparate gaben hin- 
gegen ein bromhaltiges Nebenprodukt, das damals nicht weiter 
untersucht wurde, da es bei einem Bromgehalt von 6—7°/, 
offensichtlich ein Gemisch vorstellte und auch noch eisenhaltig 
war. Zudem wurden 1913 im Himin noch 2 Vinyle an- 
genommen, so dab, da diese nur 2 Mole Bromwasserstoft 
addieren konnten und das aufgenommene Brom im Zwischen- 
produkt zum Himatoporphyrin durch die Behandlung mit 
Wasser durch Hydroxyl ersetzbar war, nicht recht erklirbar 
war, in welcher Stellung sich das Brom des Nebenprodukts 
betinden kénne. Die Beobachtung selbst wurde dann zwar durch 
M.Greiss bestiitigt; er erhielt ein Nebenprodukt mit7,1°/, Brom, 
das eisenfrei war, es gelang ihm aber nicht, dasselbe zu reinigen, 
da sich das Brom durch chemische Eingriffe recht leicht be- 
seitigen lieB, so daB nun nach der Erkenntnis, daB im Himin 


ein Acetylenrest vorhanden ist, der 2 Mol Bromwasserstoff 


addieren konnte, die Vorstellung nicht abzuweisen war, daB beim 
Lagern des Eisessighiimins eine allmihliche Trennung der Lacton- 
struktur eingetreten sein und der nunmehr freie Acetylenrest 2 Mol 
Bromwasserstoff zur Seitenkette —CHBr—CH,Br addiert haben 


konnte, in der nur das eine Brom am sekundiiren Kohlenstoff 


durch Hydroxyl leicht, das am primiiren Kobhlenstoff dagegen 
schwerer ersetzbar war. !ndessen?) hatte sich gezeigt, daB das 
Bromatom einer Gruppe —-CH(OCH, ‘CH, Br viel schwerer heraus- 
genommen wird, als aus dem Nebenprodukt bei der Herstellung 
des Hiimatoporphyrins-Nencki und ein ihnliches Verhalten 
wurde nun bei einem Porphyrin beobachtet, das bei der 
Spaltung eines nach der Methode Mérners aus dem Blut 
von Pferden hergestellten Himinpriiparats gewonnen wurde. 


1) Diese Zs. Bd. 86, 8S. 51 (1913). 

*) Bei der Untersuchung der bei der Spaltung der dihalogenierteu 
a-Dimethylhiimine entstehenden Di-Halogen-dimethoxy-mesoporpbyrine. 
[Diese Zs. Bd. 153, S. 133 (1926); Bd. 1€8, S. 307 (1927) und Ber. Bd.5s, 
S. 1022 (1925)]. 
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Dieselbe wurde nach Nencki durchgefiihrt, d. h. das Anlage- 
rungsprodukt von Bromwasserstoff an das enteisente Hiimin 
wurde mit Wasser zerlegt, nachdem Eisessig und Bromwasser- 
stoff im Vakuum abdestilliert worden waren. Hierbei trat nun, 
wie bei der Aufarbeitung von gelagertem Eisessighiimin, eine 
Trennung ein, insofern nur ein Teil des Riickstandes in Wasser 
léslich war, d. h. als bromwasserstoffsaures Salz in Lisung 
ging. Er erwies sich als Himatoporphyrin-Nencki, das ja recht 
stark basisch ist (Salzsiurezahl = etwa2) und dessen bromwasser- 
stoffsaures Salz durch Wasser daher nicht hydrolytisch ge- 
spalten wird. Der in Wasser unlésliche Teil war offensichtlich 
aus dem urspriinglich vorliegenden bromwasserstoffsauren Salz 
durch Hydrolyse entstanden und stellte ein in Alkohol leicht 
lésliches Porphyrin vor.') Seine Menge betrug 50°/, des ein- 
gesetzten Hamins bei Verwendung des in Chloroform ldéslichen 
monoithylierten 6-Haimins, wihrend der in Chloroform unlésliche 
unveresterte Teil des rohen £-Himins nur etwa25°/, lieierte, ent- 
sprechend gab das Rohhiamin selbst etwa 30°/,, da es zu 20°/, aus 
dem monoithylierten und zu etwa 80°/, aus dem unveresterten 
Hamin bestand. Die Analysen dieses schwach basischen Porphyrins 
wiesen nun auf die Formel C,,H,,O,N,Br hin, es konnte sich 
also um ein §-Brom-e¢ e@’-dioxymesoporphyrin handeln und muBte 
dann durch Anlagerung von 2 Mol Bromwasserstoff an den 
Acetylenrest, von 1 Mol Bromwasserstoff an den Vinyl- 
rest entstanden sein, so daB also die Seitenketten jetzt als 
(A}-CHOH-CH, Br und (V)—CHOH-CH, vorlagen. Der schwach 
basische Charakter dieses Phorphyrins, das als solches durch 
die Bildung komplexer Salze charakterisiert wurde, ist dem- 
nach, abgesehen von dem Abgesittigtsein der Seitenketten, auf 
deren Bromgehalt und wohl vermutlich auf die «@-Stellung des 
Hydroxyls in der A-Kette zuriickzufiihren. Das salzsaure Salz 


1) Ahnliche Verhiiltnisse stellen sich bei der Aufarbeitung des Riick- 
standes ein, der nach der Porphyrinspaltung des gelagerten Lisessig- 
himins hinterbleibt. Das hier entstehende wasse:unlésliche Neben 
produkt ist also auch schwach basisch, diirfte also auch in a-Stellung 
der aus dem Acetylenrest hervorgehenden Seitenkette ein Hydroxy! ent 
halten. 
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des Porphyrins wurde dann auch durch Wasser vollstindig 
zersetzt. Das Brom wurde erst durch EKinwirkung heiBer Natron- 
lauge herausgenommen. 

Das verwendete Hiimin weist nun groBe Ahnlichkeit mit 
dem von P. Fleischmann’) ebenfalls aus dem Blut eines 
Pferdes, das mit Rotz beimpft war, hergestellten Priparates 
auf. Der in Chloroform lésliche Teil desselben, ein Monoiathyl- 
himin, das durch Diazomethan nicht methyliert wurde, nahm 
nur 2 Atome Chlor auf und gab nach der Halogenaddition 
in geringer Ausbeute ein monochlorsubstituiertes Himatopor- 
phyrin.”) Danach, d.h. wenn nur das krystallisiert erhaltene 
Porphyrin zu Schliissen herangezogen wird, scheint die An- 
lagerung des Chlors nur an das Vinyl erfolgt zu sein, der 
Acetylenrest muBte also irgendwie ausgeschaltet sein, entweder 
dem Bild in der 15. Mitteilung entsprechend*), oder wie im 
Hisessighimin als Lacton mit dem Carboxyl.*) Nun wurde in 
der vorliegenden Arbeit gefunden, daf das unveresterte Mérner- 
himin nach der Porphyrinspaltung und folgender Aufarbeitung 
mit Methylalkohol vornehmlich das Tetramethylhimatoporphyrin 
liefert, welches Resultat den oben erwaihnten Schlu8 auf eine 
Bindung des Acetylenrests gleichfalls zulaBt. In geringer Menge 
wurde aber auch ein Porphyrin erhalten, das 1 Atom Brom 
und nur 3 Methyle enthielt, in Soda jedoch unléslich war, 
ein Resultat, das fiir die Lactonstruktur sprechen wiirde, die 
in der 15. Mitteilung (Seite 103) gewihlt wurde und die, wenn 
sie zum kleinen Teil erhalten geblieben ist, das Auftreten 
eines Monoesters mit 2 Methylgruppen in den Seitenketten er- 
kliren kénnte. Doch konnte ein Beweis fiir die Stellung der 
Methoxyle nicht gefiihrt werden. Ks kann eben nach der Ab- 
lésung der im Himoglobin vorhandenen Oxyvinylgruppe®) aus 
dem Verband mit dem Globin die Wasserabspaltung mit ihr 
in verschiedener Richtung eintreten und dann diirfte auch die 


') Diese Zs. Bd. 172, 8S. 98 (1927). 15. Mitteilung tiber Porphyrine. 
*) Die Nebenprodukte werden hier nicht niher untersucht. 

8) Diese Zs. Bd. 172, S. 103 (1927). 

*) —COO—CH:CH. 

5) Diese Zs. Bd. 172, S. 204 (1927). 
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Anlagerung von Bromwasserstoff verschiedenartig erfolgen 
kénnen. Bevorzugt scheint aber die Lactonbildung mit dem 
einen Carboxyl zu sein. Bei der Eisessigmethode erfolgt sie 
ausschlieBlich, wenn dieses Carboxyl aber bei der Herstellung 
des Himins verestert wird, kann z. B. die Wasserabspaltung 
aus dem Oxyvinyl unter Bildung des frei bleibenden Acetylen- 
rests erfolgen. Im unveresterten Mérnerhimin, das bei den 
vorliegenden Versuchen beniitzt wurde, ist diese Umwandlung 
zum kleinen Teil eingetreten, denn es lieferte ja zu 25°/, das 
bromhaltige Mesoporphyrinderivat. Das verwendete Monoiithyl- 
himin kann aber zur Halfte den Acetylenrest frei enthalten 
haben, denn es ging zu 50°/, in das Brom-dioxy-mesoporphyrin 
iiber, in der anderen Hialfte war der Acetylenrest gebunden 
und aus ihr entstand das Himatoporphyrin Nenckis. Es kénnte 
also entweder ein Gemisch der isomeren Monoithylhiimine 
a) —COOR—C:CH— it a) —COO—CH=CH— 
b) —COOH b) —COOR 

vorhanden sein, oder es kénnten beide Formen in einem Molekiil 
vereint sein, wenn ein Doppelmolekiil vorliegt. Das von R. F leisch- 
mann untersuchte Monoithylhimin nahm nun nur 2 Chlor- 
atome auf, auch wenn deren drei geboten wurden, demnach kann 
hier nur die zweite Form vorgelegen haben. Eine Prifung dieser 
Art im unveresterten Himin auszufiihren, ist wegen seiner Un- 
léslichkeit in Chloroform erschwert, da beim Arbeiten in Chloro- 
formsuspension leicht Substitution eintritt. Doch spricht das 
schon erwihnte Resultat, wonach die Aufarbeitung des Riick- 
standes, der nach der Spaltung des unveresterten Himins mit 
Bromwasserstoff—Eisessig und Abdestillation der Lésungsmittel 
verblieb, nicht mit Methylalkohol, sondern mit Wasser neben 
Hamatoporphyrin das Brom-dioxy-mesoporphyrin ergab, sehr fiir 
teilweises Freiliegen des Acetylenrestes. Dabei mége daraut 
hingewiesen werden, daB die beiden Arten der Aufarbeitung 
durchaus nicht ganz gleichartig verlaufen, weil bei Verwendung 
von Methylalkohol sehr rasch Veresterung bewirkt wird und 
nun die Carboxymethyle ein Betain geben, d.h. an dieselbe 
Stelle treten wie der Bromwasserstoff.) In die methylalkolische 


1) Diese Zs. Bd. 109, S. 127 (1920). 
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Lésung geht also der freie Kster des betreffenden Porphyrins 
und nicht ein bromwasserstoffsaures Salz, ein solches geht aber 
bei Verwendung von Wasser in Lésung, wenn das Porphyrin 
stark basisch ist. Da nun hierbei auch Hydroxylgruppen in 
den Seitenketten erscheinen, wihrend durch Methylalkohol 
Methoxyle aufireten, die auf die basischen Eigenschaften des 
Gesamtmolekiils geringeren EinfluB ausiiben als die Hydroxyl- 
gruppen, kann bei Verwendung von Wasser der basische Cha- 
rakter so stark geschwicht sein, daB es zur Hydrolyse des 
bromwasserstoffsauren Salzes kommt. Hier tritt dann die 
Trennung der nebeneinander entstandenen Porphyrine sofort 
ein, wihrend sie im Methylalkohol gelést bleiben und die 
Trennung erst bei der Aufarbeitung dieser Lésung erfolgt. 


Experimenteller Teil. 


Zur vorliegenden Untersuchung wurden Haminpraparate 
verwendet, die nach der Methode von Morner teils aus Pferde- 
blut, teils aus Pferdeblutkérpern gewonnen worden waren, 
letztere stammten von Pferden, die mit Rotlaufkultur geimpft 
worden waren.') Das in guter Ausbeute — 3,7 g pro Liter 
Blut — erhaltene Rohhimin wurde nach dem Trocknen im 
Vakuum und bei 70° durch erschépfende Extraktion mit 
Petrolither vom anhingenden Sterin befreit. Ein Teil des 
gereinigten Himins wurde direkt auf Porphyrin verarbeitet, 
ein anderer durch Schiitteln und dann durch Extraktion mit 
Chloroform in die Bestandteile getrennt, wobei von 10 g 7,8 g 
ungelést blieben. 

A. Das in Chloroform nicht lésliche Rohhimin wurde be- 
reits von kalter 5°/,iger Sodalésung aufgenommen und erwies 
sich als unverestert: 9,1 mg (i. V.) gaben kein AgJ (Zeisel). 
Um eine Analyse des héchst wahrscheinlich mit Eiweifresten 
verunreinigten Himinpriparates ausfiihren zu kénnen, wurde 
eine Umscheidung vorgenommen, die nach der Eisessigmethode 


1) Fiir die Uberlassung der Pferdeblutkérper sind wir dem tier- 
airztlichen Landesuntersuchungsamt zu groBem Dank verpflichtet, den 
wir auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen méchten. 
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versagte, aber gliickte, als die Liésung in Pyridin in heiBen, 
mit Salzsiure versetzten Athylalkohol eingetragen wurde, wo- 
bei fast vollstiindige Monoithylierung, auf das einfache Mol- 
gewicht bezogen, eintrat, ein Anzeichen dafiir, daB durch das 
Lésen in Pyridin ein Carboxyl des Doppelmolekiils frei ge- 
worden war, denn das nicht mit Pyridin behandelte Himin 
nahm bei der Kinwirkung von Diazomethan nur ein Methyl, 
auf das Doppelmolekil bezogen, auf. 


8,17 mg Substanz (i. V.) gaben 1,53 mg AgJ = 1,2°/, CHs. 


Die Ausbeute an umgeschiedenem Hiimin betrug 70°, 
der eingesetzten Menge, es krystallisierte in wiirfelahnlichen 
Formen und war nur in heiBer Sodalésung léslich. 

0,1246 g Substanz (i. V.) gaben 0,2862 g CO,, 0,0546 g H,O und 
0,0153 g Fe,O,. 

5,07 mg Substanz (i. V.) gaben 1,13 mg AgCl. 

8,78 mg - 4 » 0,66 ccm N bei 16° und 734 mm B. 

10,37 mg » “ » 3,20 mg AgdJ. 

(C,,H,,0,N,FeCl), (676,78),. 
Ber. C 63,86°/, H 4,91°/, N 8,28°/, Fe 8,25°/, Cl 5,24°/, C,H; 4,29°%, 
Gef. ,, 62,64 » 493 , 857 4 858 4, 5,5 » 3,8 

B. Der in Chloroform lésliche Teil des Rohhimins erwies 
sich als monoidthyliert, er wurde nur von heiBer Sodalésung 
langsam aufgenommen. 

2,61 mg Substanz (i. V.) gaben 0,8 mg AgJ = 3,79°/, C,H,. 


Diazomethaneinwirkung fiihrte nur zum Eintritt der an 
einem Alkyl noch fehlenden Menge von Methyl. 
4,01 mg Substanz (i. V.) gaben 1,37 mg AgJ = 4,3°/, C,H; + CHs.’) 


C. Bei der nach Nencki vorgenommenen Porphyrinspal- 
tung lieferten 5g des urspriinglichen Rohbaimins etwa 4g 
Himatoporphyrin und etwa i,4 g Nebenprodukt. 

7 g unverestertes Himin 5 g und 1,8 g 
2 g verestertes » O%¢g, 1,08 

1) Das Monoithyl(chlor)himin gleicht hierin dem Priiparat, das in 

dieser Zs. Bd. 172, S. 113 (1927) beschrieben wurde. Dasselbe nahm nur 


2 Atome Chlor auf und lieferte dann ein cblorsubstituiertes Hiimato- 
porphyrin in etwa 20°/,iger Ausbeute. 
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Die Methode von Nencki wurde nur dadurch modifiziert, 
daB die Lésung des Himins in Eisessig—Bromwasserstoff im 
Vakuum bei 50—60° abdestilliert und nun der zuriickbleibende 
Sirup mit Wasser zerlegt wurde, wobei bei Einsatz von 5 g 
Himin das ,,Nebenprodukt“ ungelist blieb, wahrend das Hi- 
matoporphyrin in Lésung ging. Das erstere wurde dann noch 
mit etwa 5°/,iger Bromwasserstofisiure von Resten des Hi- 
matoporphyrins befreit. 

1. Das rohe Himatoporphyrin wurde durch Extraktion 
mit Ather gereinigt und hierbei wenigstens teilweise krystalli- 
siert erhalten. Es wurde durch folgende Analysen identi- 
fiziert: 

0,2489 g Substanz (i. V. und bei 50°) gaben 0,6179 g CO, und 
0,1401 g H,O. 

5,4 (4,5) mg Substanz (i. V. und bei 50°) gaben 0,46 (0,4) cem N 
bei 22° (23°) und 736 mm B. 

C;,H,,0.N, Ber. C 68,47, H 6,04%, N 9,49, 
Gef. ,, 67,73 5» 6,29 1» 9,54 (9,92). 

2. Das in verdinnter Bromwasserstoffsiure unldésliche 
,Nebenprodukt* léste sich spielend in Alkohol auf und wurde 
aus dieser Lésung durch Wasser gefillt, welche Operation 
wiederholt wurde, um noch anhingendes Hisen zu entfernen. 
Es léste sich auch in Methylalkohol und Eisessig, schwer in 
Ather, Aceton und Chloroform, auch in Sodalésung war es 
schwer léslich, was wohl auf die Bildung eines schwer lés- 
lichen Natriumsalzes zuriickzufiihren ist. Eine 5°/,ige Natrium- 
acetatlésung nahm das zunichst qualitativ nachgewiesene Brom 
nicht heraus. Die Analyse fiihrte zur Formel C,,H,,0,N,Br, 
es handelte sich also um ein Bromdioxymesoporphyrin, das 
die beiden Hydroxyle in «-, das Brom in einer #-Liésung der 
Athylgruppen enthalten muBte. 

0,1357 g Substanz (i. V.) gaben 0,2975 g CQ). 


0,1189 g 2 ” ,, 0,0509 g H,O. 

9,34 mg ie ™ » 2,0 mg AgBr. 

7,2(5,1)mg ss, » , 0,54 (0,38)eem N bei 24°u. 742mm B 
3,96 mg - ™ » kein AgJ. 


C,,H,,0,N,Br (677,43). 
Ber. C 60,25°/, H 5,51 °/, Br 11,8 °, N 8,27, 
Gef. ,, 59,81 » 3,00 , 11,38 y 8,42 (8,37). 





a _ 


fc 
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Die spektroskopischen Werte stimmten weitgehend mit 
denen des Haimatoporphyrins iiberein. 


Die Veresterung wurde in Chloroformsuspension mit 
Hilfe von Diazomethan bewirkt. Der Farbstoff ging unter 
Stickstoffentwicklung in Loésung, die dann mit Wasser ge- 
waschen, getrocknet und verdunstet wurde. Es hinterblieb ein 
metallisch glinzendes Pulver, ohne Schmelzpunkt léslich auch 
in Alkohol, unléslich in Soda. 


8,12 mg Substanz (i. V.) gaben 4,90 mg AgJ. 


C,,H,,0,N,Br Ber. 2CH, 4,26°/, 
Gef. » 8,81 


Das Porphyrin ging beim Erwirmen mit 3°/,iger Salz- 
siure sehr allmihlich in Lésung, durch EKindunsten derselben 
iiber Natronkalk, was viele Tage in Anspruch nahm, wurden 
nadelférmige Krystalle erhalten, die sich in Alkohol leicht 
lésten. Aus den Mutterlaugen konnten weitere Mengen des 
Salzes durch Einleiten von Chlorwasserstoff zur Abscheidung 
gebracht werden. 

0,03143 g Substanz (i. V.) gaben 0,01707 g AgBr+ AgCl = 
0.00789 g AgBr + 0,00918 g AgCl. 


C,,H,,O,N,Br-2HCl Ber. Chlor 9,45°/, 
Gef. » 8 


Durch Wasser wurde das salzsaure Salz bei Zimmer- 
temperatur vollstindig zerlegt, das Porphyrin fiel aus, die ab- 
filtrierte Lésung enthielt das ganze Chlor. 


0,20472 g Substanz (i. V.) gaben 0,08144 g AgCl = 10,07°/, Chlor. 


Das komplexe Kupfersalz wurde wie iiblich in essigsaurer 
Loésung hergestellt; es fiel nach Zusatz von etwas Wasser in 
kleinen Rhomboedern krystallisiert aus und léste sich in Chloro- 
form und Alkoholen, sowie in Soda auf. Bromabspaltung fand 
nur in geringer Menge bei der Herstellung statt. 


6,63 mg Substanz (i. V.) gaben 0,67 mg CuO. 
6,78 mg “ - »  1,58mg AgBr. 


C,,H,,0,N,BrCu (738,98) Ber. Cu 8,60°/, Br 10,81°/, 
Gef. ,, 8,08 » 9,92 
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Spektrum der alkoholischen Lésung: 4 580—570, 545—540. 
- » alkalischen “ A 600—590, 550—545. 


Das komplexe Zinksalz wurde in methylalkoholischer 
Lisung erhalten, es fiel als hellroter, krystalliner Niederschlag 
bei Zusatz der 1°/,igen heiBen methylalkoholischen Zinkacetat- 
lésung aus. In Chloroform war es léslich. 

4,42 mg Substanz (50°) gaben 0,50 mg ZnO. 

C,,H;,0,N,BrZn Ber. Zn 8,8°/, 
Gef. ,, 9,09 

Das Hydroxyferrisalz wurde aus der konzentriert eisessig- 
sauren Lésung des Porphyrins durch Zusatz von essigsaurer 
Ferroacetatlésung und Erhitzen bis zum Farbenumschlag von 
Dunkelrot nach Rotbraun erhalten. Da ein Ausfall nicht ein- 
trat, wurde in Chloroform iiberfiihrt und die gewaschene und 
getrocknete Lésung der Verdunstung iiberlassen. Es_hinter- 
blieb ein blauschwarzes Pulver, unléslich in Alkoholen und 
Salzsiiure. 

4,3 mg Substanz (i. V.) gaben 0,46 mg Fe,Q,. 

C,,H,,0,N,BrFeOH (748,26) Ber. Fe 7,45°/, 
Gef. ,, 7,48 

Die Lésung in Soda zeigte das Haminspektrum, nach 
Zusatz von Hydrazin das des Haimochromogens. 

Die Herausnahme des Broms erfolgte erst durch Einwir- 
kung 5°/,iger Natronlauge im siedenden Wasserbade, und 
zwar aus 0,1250g des Porphyrins erst bei dreimaliger Be- 
handlung mit je 40 ccm. Dabei wurden abgespalten 5,5, 2,9 
und 2,5°/, Brom, also fast die Gesamtmenge des vorhandenen 
Broms. Auch heiBe Kssigsiure spaltete Brom ab, wiahrend 
Kisessig ja fast ohne EinfluB war. 

Es wurde dann auch versucht, die Hydroxyle des Por- 
phyrins durch Methoxyle zu ersetzen, um dann durch eine 
Oxydation zu Imiden zu gelangen. Zu diesem Zweck wurden 
2 g des Porphyrins mit 100 g Eisessig~Bromwasserstoff (1,41) 
mehrere Stunden geschiittelt, die Lésungsmittel bei vermin- 
dertem Druck abdestilliert und der Riickstand mit 150 ccm 
absolutem Methylalkohol bei 60° digeriert. Hierbei ging alles 
in Lésung, beim Wegwaschen des Alkohols aus der mit viel 
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Ather versetzten Lisung fielen aber groBe Mengen harziger 
Substanz aus, so daB aus der getrockneten iitherischen Lésung 
nur 0,1 g eines Porphyrins isoliert werden konnten, das nach 
dem Gehalt an Brom und Methoxyl der Dimethylester des 
gesuchten Dimethoxyporphbyrins sein konnte. 

4,01 mg Substanz (i. V.) gaben 5 mg AgJ. 


23,58 mg a - »  9,04mg AgBr. 
C,,H,,0,N,Br (733,51) Ber. Br 10,90°/, CH, 8,20°/, 
Gef. ,, 9,9 — a 


Wegen der geringen Menge mubten weitere Unter- 
suchungen bisher unterbleiben. 


Der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft sind wir zu 
aufrichtigstem Dank fiir die Gewihrung von Mitteln ver- 
pflichtet, den wir auch an dieser Stelle zum Ausdruck bringen. 














Uber den Chemismus der Porphyrinspaltung bei substi- 
tuierten Haminen und die Konstitution des Hamins. 


19. Mitteilung iiber Porphyrine. 
Von 
William Kiister und Karl Schlayer. 


(Aus dem Laboratorium f. organ. u. pharmaz. Chemie der Technischen Hochschule 
zu Stuttgart.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1928.) 


In der 17. Mitteilung') wurden die Modglichkeiten er- 
Ortert, die sich bei der Addition von zwei Atomen Chlor an 
das Dimethylhimin ergeben und bei der Spaltung des Dichlor- 
a-dimethylhimins durch Eisessig—Bromwasserstofi dann zum 
Chlor-brom-dimethoxy-mesoporphyrin fihren. Es war nun 
denkbar, daB nach Ersatz des einen Chlors im «-Dichlor- 
dimethylhimin durch Methoxyl, der, wie Versuche bewiesen 
haben, méglich ist?) in dem nun entstandenen Monochlormono- 
methoxy-dimethylhimin ein Stoff vorliegen kénnte, der nach 
der Spaltung mit Eisessig—Bromwasserstoff ein Porphyrin- 
derivat lieferte, das zwischen den skizzierten Méglichkeiten zu 
entscheiden gestatten wiirde. Denn wenn im e@-Dimethyl- 
(chlor)himin eine konjugierte Bindung der ungesattigten Seiten- 
ketten vorhanden war, konnten sie auf dem Wege iber 


—C—CH,Cl 

Z —CH- Br—CH,Cl 
—C—CH und 
% —CH(OCH,)—CH,Br 
H OCH, 


) Diese Zs. Bd. 179, S. 117 (1928). 
2) W. Kiister u. W. Zimmermann, Diese Zs. Bd, 153, 8. 132 


(1926). 
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iibergegangen sein in 

CH(OCH,)— CH,Cl 
—CH(OH)—CH,Br | 


hatte sich das Chlor aber nur an das Vinyl addiert, so muBte 
auf dem Wege iiber: 
(—C: CH —CHBr—CH, Br 


I 


und 
—CH(OCH,)—CH,Cl —CH(OH)—CH,Cl 


resultieren 

. —CH(OCH,)—CH, Br 
—CH(OH)—CH,Cl 
wobei die Annahme gemacht ist, daB Kisessig—Bromwasserstoff 
auf die urspriinglich vorhandene Methoxylgruppe nur verseifend 
eingewirkt hat. Wurde dagegen das Methoxyl durch Brom er- 
setzt, so muBten in beiden Fallen die Seitenketten nach 
Wiedereinwirken von Methylalkohol als —CH(OCH,)—CH,Cl 
und —CH(OCH,)—CH,Br vorliegen und die Aboxydation 
muBte wieder die Imide C,H,,O,NCl und C,H,,O0,NBr liefern. 
Bei J konnte sie aber nur das chlorhaltige, bei II das brom- 
haltige Imid geben, welches Resultat einen RiickschluB ge- 
stattet hitte. Bei der EKinwirkung von siedendem Methy]l- 
alkohol auf das Dichlordimethylhimin wurde nun neben dem 
Monochlor-methoxydimethylhimin ein in Methylalkohol unlés- 
licher Stoff erhalten in 10°/,iger Ausbeute, der sich nach der 
Analyse durch Abspaltung von Chlorwasserstoff gebildet hatte. 
Bei der Spaltung mit Kisessig—Bromwasserstoff gab er aller- 
dings nur in etwa 20°/,iger Ausbeute ein Porphyringemisch, 
dessen Hauptbestandteil aber das Chlor-brom-dimethoxymeso- 
porphyrin sein muBbte. In weitaus gréBerer Menge war ein in 
Methylalkohol unlisliches Gemisch entstanden, das neben 
einem Himinderivat das bromwasserstofisaure Salz eines Por- 
phyrins vornehmlich enthielt. Das Eisen ist also aus dem 
veranderten Himin durch Bromwasserstoff—EKisessig viel 
schwerer herausliésbar als aus dem Himin selbst’), wie denn 


1) Im Gegensatz zu den Resultaten, welche beim Erhitzen mit 
waBriger Salzsiure erhalten wurden. Diese Zs. Bd. 153, S. 127 (1926). 
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auch die bromierten und chlorierten Haminester das Eisen 
unter gleichen Bedingungen schwerer verlieren, so daB die 
Ausbeuten an methylalkoholléslichen Porphyrinen — gering 
werden.') Es kommt hinzu, daB weitere Nebenprodukte bei 
der Aufarbeitung der metbylalkoholischen Liésung entstehen. 
So entsteht beim Versetzen dieser Liésung mit Ather ein 
Niederschlag, so bilden sich nach Abfiltrieren desselben beim 
Ausschiitteln mit Wasser und dann beim Ausschiitteln mit 
Bromwasserstoffsiure weitere Nuiederschlige. Kine genaue 
Untersuchung dieser Abfalle steht noch aus, wird auch nur 
bei Einsatz sehr groBer Mengen der zu spaltenden Himin- 
derivate méglich sein, dirfte aber doch nétig werden, da ihre 
Zusammensetzung fir die Beurteilung des Chemismus der 
Porphyrinspaltung von Wichtigkeit sein kénnte. 

Das Entstehen des Chlor-bromdimethoxymesoporphyrins 
aus dem durch Abspaltung von Chlorwasserstoff aus dem 
Dichlordimethylhimin hervorgehenden Stoffes wirft nun ein 
neues Licht auf die Richtung, in der sich die Abspaltung des 
Chlorwasserstoffs vollziehen kann. Dieselbe kann nimlich nicht, 
wie man erwarten sollte, aus den Seitenketten erfolgt sein. Bei 
Annahme der konjugierten Bindung wire sie dann iiberhaupt 
schwer einzusehen, die chlorierte Vinylgruppe kénonte allerdings 
in C-Cl==CH, tibergegangen sein — die Bindung des im Molekiil 
verbleibenden Chlors an ein tertiiires Kohlenstoffatom wiirde 
erkliiren, daB eine weitere Abspaltung nicht erfolgt — aber 
dieser Rest kénnte durch Anlagerung von Bromwasserstoff nur 
in JHCI—CH,Br iibergehen, wiirde also durch Methyl- 
alkohol —CH(OCH,)CH,Br liefern und, da der Acetylenrest 
nur iiber —CHBr—Cu,Br in —-CH(OCH,)—CH, br iibergeht, 
wiirde ein Dibrom-dimethoxymesoporphyrin entstehen und nicht 
das Monobrom-monochlorderivat. Die Abspaltung von Chlor- 
wasserstoff muB also in anderer Richtung verlaufen und es 
mu in Betracht gezogen werden, daB sie zwischen dem Chlor 
am sekundiren Kohlenstofi der Seitenkette und einem Methin- 





1) W. Heess erhielt das Dibroindimetioxyinesoporphyrin mit 
35° ,iger Ausbeute, beim Chlor-bromderivat waren die Ausbeuten nicht 


besser. 








it 
it 
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wasserstoff erfolgt, wonach bei der Spaltung mit Eisessig— 
Bromwasserstoff die Seitenkette als —CHBr—CH,Cl erhalten 
wird, die dann in —CH(OCH,)CH,Cl iibergeht. Diese Vor- 
stellung fihrt aber zum gleichen Resultat, ob nun ein konju- 
giertes System vorhanden ist oder ob die Addition von Chlor 
nur am Vinyl erforderlich ist. Hier wiirde aus: 


— CH 
»o—C— entstehen » == 

NO ; 4 NC | 
‘C,-C—CH—CH,Cl C—C—CHBr—CH,Cl 
i # 


Das in Methylalkohol lésliche Hauptprodukt, das bei der 
Einwirkung von Methylalkohol auf das «-Dichlor-dimethyl- 
(chlorjhimin entsteht, war nach der Analyse ein Monochlor- 
methoxy-e-dimethylhiamin, ein Atom Chlor war also durch 
Methoxyl ersetzt worden. Da der Stoff kein richtiges Himin-, 
wohl aber durch Hydrazinzusatz ein Hiimochromogenspektrum 
gab, war zu schlieBen, daB beim Kochen mit Methylalkohol 
eine Umlagerung eingetreten war.*) Bei der Spaltung mit 
Bromwasserstoff—Eisessig zeigte sich nun wieder, dab das 
Kisen sehr schwer herauszunehmen war. Allerdings léste sich 
der nach Abdestillation des Saiuregemisches verbliebene Riick- 
stand bis auf 4°/, in Methylalkohol und diese Lésung wurde 
auch auf Zusatz von Ather nicht gefallt, wohl aber fiel nun 
beim Waschen mit Wasser ein Niederschlag aus, dessen Menge 
53°/, des eingesetzten Himinderivats betrug und der noch 
2,04°/, Eisen enthielt. Da bei nochmaliger Behandlung des- 
selben mit Eisessig—Bromwasserstoff ein in Methylalkohol un- 
léslicher Riickstand verblieb (4 g mit 1,83°/, Eisen), der ein 

1) Die Abspaltung von Chiorwasserstoff kénnte auch zwischen dem 
Chlor der Seitenkette und dem Methin am C, erfolgen, wobei sich ein 
Vierring bilden wiirde, der leichter wieder aufsprengbar ist als der ge- 
zeichnete Fiinfring. In Betracht zu ziehen wire ferner eine Abspaltung 
von Chlorwasserstoff zwischen dem Chlor am Eisen und einem Wasser- 
stoff der Seitenketten. 

*) Nach einer Behandlung mit Pyridin trat das Himinspektrum 
wieder auf und nun gab die Porphyrinspaltung ein Chlor und Brom 
haltendes Porphyrin in etwa 30°/,iger Ausbeute. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CILXXX. 18 
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bromwasserstoffsaures Salz vorstellte, ist anzunehmen, daB bei 
der ersten Abdestillation des Siuregemisches der Bromwasser- 
stoff aus dem Riickstand entwichen war, so daB das freie, in 
Methylalkohol lésliche, in Ather aber unldsliche Porphyrin 
entstanden war. Die Analyse zeigte, daB es Brom und Chlor 
enthielt und das bei der erneuten EKinwirkung von Hisessig— 
Bromwasserstoff in einer Ausbeute von nur 10°/, entstehende 
aitherléslich bleibende Porphyrin, das in Prismen krystallisierte 
erwies sich wieder als Chlorbromdimethoxymesoporphyrin, 
das allerdings nicht den vollen Methoxylgehalt aufwies, also 
mit einem Chlor-brommonomethoxy-oxymesoporphyrin noch 
gemengt war, ein Anzeichen dafiir, daB die auf S. 271 er- 
wihnten Reaktionen nebeneinander eingetreten waren. Kin 
anderes Porphyrin, und zwar der offenbar in der Vinylgruppe 
des Himins chlorsubstituierte Hamatoporphyrindimethylither 
war nun im Ather verblieben, nachdem beim Waschen der 
methylalkobolisch-itherischen Lésung mit Wasser die Haupt- 
menge des eingesetzten Himinderivats (53 °/,, vgl. oben), aus- 
gefallen war. Seine Menge betrug nur 25°/,, es krystallisierte 
in Prismen und konnte mit dem von R. Fleischmann!) er- 
haltenen Priparat identifiziert werden, wurde jetzt aber noch 
durch den Abbau, wobei neben Himatinsiiure ein Mol des 
Imids C,H,,O,NC1 (Schmelzp. 65°) entstand, und durch die Zink- 
acetatreaktion, die unter Verseifung eines Methoxyls zum 
Zinksalz des komplexen Zinksalz fiihrte, scharf charakterisiert. 
Es ist also kein Zweifel, dai hier die ungesittigten Seiten- 
ketten als —CH=CHOCH, und —CH(OCH,)—CH,Cl vorliegen. 
Der Ubergang in diese lit sich nun viel besser mit der 
Vorstellung vereinen, wonach in dem aus dem Dichlor-@-dimethy]- 
(chlor)himin durch Kochen mit Methylalkohol hervorgehenden 
Monochlor-monomethoxy-a-dimethyl(chlorjhamin die Substitu- 
enten sich nur an der Vinylgruppe befinden, wahrend der 
Acetylenrest sich in eine Bindung begeben hat, die nur die 
Aufnahme eines Molekiils Bromwasserstoff gestattet. Hitte. 
nimlich die Gruppierung 


1) Diese Zs. Bd. 172, S. 114 (1927). 
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—C—CH,Cl (A) 
~ 
—CH-CH (V) 


| 
OCH, 
vorgelegen, so wire aus A zwar —CH(OCH,)—CH,Cl ent- 
standen, welche Anordnung tatsiachlich vorlag, aus V wiire aber 
_CH—CH,Br CH—CH,Br 


oder | 
OH OCH, 


zu erwarten gewesen, da nun aber —CH=CH(OCH.) vorlag, 
hatte die aus V primar hervorgegangene Gruppe —CH(Br)—CH, Br 
Bromwasserstoff wieder abspalten miissen, um iiber —CH—CHBr 
—» —CH=CH(OCH,) lefern zu kénnen, eine Reaktion, die 
nach allen Erfahrungen nicht eingetreten sein diirfte. Diese 
Ableitung kann nun, streng genommen, nur fiir den vierten 
Teil des eingesetzten Stoffes gelten, da ja nur 25°/, desselben 
in das atherlésliche gut charakterisierte Porphyrin iibergingen. 
Doch stimmt das Resultat besser mit ihr iiberein, das erhalten 
wurde als das Monochlor-monomethoxydimethylhimin mit Kis- 
essig—Bromwasserstoff gespalten und nun der nach Abdestil- 
lation der Lésungsmittel im Vakuum erhaltene Riickstand mit 
Wasser zerlegt wurde, denn hierbei wurde zu 75°), ein 
chlorsubstituiertes Himatoporphyrin — nach der Analyse zu 
urteilen — als unldsliches Porphyrin erhalten’), wahrend nur 
i0°/, ein wasserlésliches bromwasserstoffsaures Porphyrin 
gaben, das chlor- und bromhaltig war, ein reines Chlor-brom- 
dioxymesoporphyrin lag aber nicht vor. So ergibt sich als 
weitere natiirlichste Folgerung, daB die Addition von Chlor 
an das «-Dimethylhimin an der Vinylgruppe erfolgt ist; der 
Acetylenrest mu’ demnach durch irgendeine Bindung verhin- 
dert sein, Halogen aufzunehmen. Aus dieser Bindung wird er 
aber durch Bromwasserstoff —Eisessig unter Addition von zwei 
Mol. Bromwasserstoff gelést. Diese Bindung ist also eine 
andere wie im Hisessighiimin selbst, denn die Aufhebung der- 
selben fiihrt unter Addition von nur einem Mo] Bromwasser- 
stoff zum Hiamatoporphyrin. Kin Stoff vom gleichen Typus 





1) Vgl. hierzu aber die Anm. 2 auf S. 282. 
18* 
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entsteht aber aus dem durch Kochen des Dichlordimethyl- 
himins mit Methylalkohol hervorgehenden Produkt. Also wird 
hierbei nicht nur ein Chlor durch Methoxyl ersetzt, sondern 
es erfolgt auch in bezug auf den Acetylenrest eine Umlage- 
rung. Nun kénnte man folgern, daB hierbei dieselbe Anord- 
nung wiederhergestellt wird wie sie im Hisessighimin vorliegt, 
da in beiden Fallen!) ein Himatoporphyrin aus ihr hervorgeht. 
DaB diese Annahme aber wohl nicht zutreffen kann, geht aus 
dem spektroskopischen Befund hervor, wonach das Monochlor- 
monomethoxydimethylhimin nicht mehr das Haminspektrum 
zeigt, auch ist eine gleiche Anordnung nicht méglich, wenn 
im Eisessighimin der Acetylenrest zu einem Lacton mit dem 
einen Carboxyl zusammengetreten ist, das im ,,Ester“ ja nicht 
mehr vorhanden ist. Eine weitere Interpretation der recht 
verwickelten Verhiltnisse soll nun aber erst erfolgen, wenn 
auch das e@-Dimethylhamin selbst der Porphyrinspaltung unter- 
zogen worden ist, das eine Mittelstellung einnimmt. Dies- 
beziigliche Versuche sind im Gange. 


Experimenteller Teil. 


I. Je 4g Dichlor-e-dimethylhimin werden mit 600 ccm 
absolutem Methylalkohol 12—15 Stunden am RiickfluBkihler 
im Sieden erhalten, wonach sich etwa 10°/, der eingesetzten 
Menge sehr schwer léslich abgeschieden hatten. Das Filtrat 
von diesem Stoff’) wurde durch verdiinnte Natriumacetatlésung 
gefallt, der Ausfall abgenutscht, gewaschen, an der Luft und 
bei 80° getrocknet, worauf etwas unverandertes Dichlorprodukt 
durch eine Extraktion mit Pentan entfernt wurde. 

a) Das Monochlor-monomethoxydimethylhamin, als welches 
sich der erhaltene Stoff auf Grund der Analyse erwies, lést 
sich in Aceton und in Alkoholen, in Chloroform und Kisessig. 
er ist schwer ldslich in Ather, unléslich in Pentan. Krystalli- 


') Bisher liegt nur eine Beobachtung vor, wonach die Einwirkung | 
von Eisessig—Chlorwasserstoff zu einem Himatoporphyrin gefiihrt hat. 
Diese Zs. Bd. 153, 8. 180 (1926). 

®) Vgl. unter III. 
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siert konnte er bisher nicht erhalten werden, so daB das Vor- 
liegen eines Gemisches nicht ausgeschlossen erscheint. 
Jedenfalls diirfte bei seiner Herstellung eine Umlagerung 

eingetreten sein, die auf das Spektrum von EinfluB ist. Beob- 
achtet wurde: 

in Chloroformlésung. . . 4 = 600—590, 525—495 

in Pyridin . . . . . . A= 600—590, 580—560 

in Pyridin und Hydrazin . A = 555—545, 530—520, 
wihrend das Dichlordimethylhiimin ein vierbandiges Spektrum 
in Chloroformlésung aufwies. 


0,1384 g Substanz (80°) gaben 0,3019 g CO, und 0,0633 g H,0O. 


8,8 mg - ‘ », 0,59 cem N bei 19° und 732 mm B, 
9,16 mg - “ 5 0,62 cem N bei 20° und 732 mm B. 
74,0 mg _ * » 81,9 mg AgCl (Carius). 

33,8 mg - + 5 14,3 mg AgCl. 

75,3 mg . ‘ » 31,2 mg AgCl. 

12,4 mg - - » 11,9 mg AgJ (Zeise}). 

13,3 mg ” ” 5» 12,1 mg AgJ. 


C,,H,,0,N,FeCl, (744,09). 
Ber. C 59,67°/, H 5,01%,  N 7,58°/, Cl 9,52°, 3CH, 6,05°%, 


Get. ,, 59,51 3,12 5) 1,55 » 10,66 » 6,14 
7,59 10,46 5,82 
10,25 


IJ. Bei der Spaltung des Monochlormonomethoxy-dimethy]l- 
hamins mit Eisessig—Bromwasserstoff, die in iiblicher Weise 
durchgefiithrt wurde, blieben bei Einsatz von 10g nur 0,4 g 
in Methylalkohol unléslich zuriick, 5,3 g fielen beim Waschen 
der methylalkoholisch-atherischen Lésung mit Wasser aus’), 
2,5 g gingen aus der Atherischen Lésung in 10°/,ige Brom- 
wasserstoffsiure iiber, 1,2 g blieben im Ather zuriick. 

a) Das aus der sauren Lésung isolierte Porphyrin wurde 
durch eine Extraktion mit Ather gereinigt und krystallisierte 
aus Ather in schénen Prismen aus. Es ldste sich leicht in 
Chloroform, Eisessig und Alkoholen, schwerer in Ather. Die 
Salzsiurezahl (6,6) und das Spektrum in Atherischer Lésung 
stimmte mit dem von R. Fleischmann beschriebenen Mono- 





1) Die weitere Verarbeitung dieses Stoffes ist unter ILb be- 
schrieben. 
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chlorhimatoporphyrindimethylithers iiberein. Die Analyse be- 
stiitigte diesen Befund. 


0,1232 g Substanz (i. V.) gaben 0,2946 g CO, und 0,0677 g H,O. 


6,02 mg ‘i. is ‘. 0,455 cem Nei 20° u. 739 mm B. 
68,05 mg - ™ » 14,1 mg AgCl. 
69,4 mg zs ‘ » 13,7mg AgCl. 

6,1 mg ™ + » 38,7 mg AgJ. 


CygHs,0,N,Cl (658.8). 
Ber. C 65,57, HH 5,97°%, N 8,50,  ©15,37°%/, 2CH,4,55%, 
Gef. ,, 65,24 » 6,15 »» 8,56 » 9,09 » 3,88 
4,88 

Das komplexe Zinksalz wurde aus der Lésung von 0,2 g 
in 40 com Methylalkohol durch Zusatz von 10 ccm 2°/iger 
methylalkoholischer Zinkacetatlésung als roter Niederschlag 
gefallt, léslich in Chloroform und Soda, unléslich in Ather. 


73,4 mg Substanz (i. V.) gaben 7,7 mg ZnO durch Veraschung. 

C,,H,,0,N,ClZn Ber. Zn 9,03°/, Gef. Zn 8,43°/,. 

Wurde obige Mischung 1 Stunde am RiickfluBkihler im 
Sieden erhalten, so bestand der nach Abdestillation eines Teils 
des Lésungsmittels erhaltene dunkelrote Ausfall aus dem Zink- 
salz des komplexen Zinksalzes, das in Chloroform ebenfalls 
léslich ist. 

59,3 mg Substanz (i. V.) gaben 10,0 mg ZnO durch Veraschung. 


4,9 mg i. ‘. " 1,7 mg AgJ. 
(Cy,H,,O,N,C1Zn),Zn (1513,71) Ber. Zn 13,2 °, CH, 1,99°, 
Gef. ,, 13,51 2,22 


Das komplexe Kupfersalz fiel beim Erkalten einer Lésung 
von 0,3 g des Porphyrins in 30 ccm Eilsessig nach Zusatz von 
15 ccm mit Kupferacetat gesiittigten Eisessigs und Erwarmen 
bis zum Farbenumscblag in Braunschwarz in feinen Nadelchen 
aus, die in Chloroform léslich waren. 


106,7 mg Substanz (i. V.) gaben 11,7 mg CuO. 


C,,H,,0,N,ClCu (722,37) Ber. Cu 8,8°, 
Gef. ,, 8,76 


Zur Darstellung des komplexen Chlorferrisalzes wurden 


0,2 g des Porphyrins in 40 ccm 80°/,iger, mit Kochsalz ge- 
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siittigter Essigsiiure gelést und Ferroacetatlésung!) zugegeben, 
worauf bis zum Farbenumschlag erwiirmt wurde. Beim Er- 
kalten krystallisierten 0,15 g des Kisensalzes in  kleinen 
Naidelchen aus, die in Chloroform léslich, in Ather unlislich 
waren. 

44,9 mg Substanz (i. V.) gaben 17,2 mg AgCl und 4,74 mg Fe,O, 
(Carius). 

C,H s,0,N,ClFeCl (748,28) Ber. Chlor 9,48°/, Fe 7,46°/, 

Gef. ,, 9,48 =) 


Spektrum in Chloroform 4 640—620, 550—-530, 520—495. 

Die Veresterung des Porphyrins erfolgte durch Kochen 
von 0,3 g mit 30 ccm 1°/, Chlorwasserstoff haltenden Methyl- 
alkohols, worauf mit Natriumacetatlisung gefillt wurde. Der 
aitherischen Lisung des Esters wurde durch Sodalésung kein 
Farbstoff mehr entzogen. Der im Vakuum getrocknete Ester 
sinterte bei 63° und schmolz bei 112°, 

8,35 mg Substanz (i. V.) gaben 10,96 mg AgJ. 

C,,H,,0,N,Cl (686,8) Ber. 4CH, 8,79°/, 

Gef. 5, 8,39 

Das komplexe Chlorferrisalz des Esters wurde wie das des 
Porphyrins hergestellt, welches Verfahren eine bessere Aus- 
heute gab als die Verwendung von Ferrichlorid. 

Es erwies sich leicht léslich in Chloroform, schwerer in 
Kisessig, Ather und Methylalkohol, sinterte bei 131° und 
schmolz bei 177°. 

43,0 mg (i. V.) Substanz gaben 15,8 mg AgCl und 4,4 ng F,O,. 

CgH,,0,N,ClFeCl (776,1) Ber. Cl 9,16 °/, Fe 7,19°/, 

Gef. ,, 9,09 ae Teaea 

Zur Oxydation wurden 5g Chlorhamatoporphyrin-dimethy]- 
ither in 400 ccm 30°/,iger Schwefelsiiure gelést und 7,5 g 
Chromtrioxyd hinzugefiigt (17,5 Atome Sauerstoff), worauf die 
Reaktion bei 55° zu Ende gefiihrt wurde. Die Isolierung der 
Oxydationsprodukte geschah in iiblicher Weise; erhalten wurden 
2,0 g Hamatinsiiure und 1,2 g Imid (ber. 1,54 g fiir ein Molekiil). 

Der Schmelzp. (65°) und die Analyse bestatigen das Vor- 
liegen des Methyl-(chlor-methoxy)-ithyl-maleinimids. 


1) Nach Zaleskis Methode. 
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41,3 mg (i. V.) Substanz gaben 29,4 mg AgCl 


4,9 mg ” ” ” 5,4 mg Agu. 
C,H,,0,NCI (203,59) Ber. Cl 17,42°/, CH, 7,38. 
” 9 17,61 ” 7,05 . 


Iib. Das beim Auswaschen der methylalkoholisch-ithe- 
rischen Lésung mit Wasser ausgefullene Produkt (5,3 g)) ent- 
hielt auBer Chlor bereits auch Brom, ferner auch Eisen und 
zwar waren noch Himinreste vorhanden, wie die spektroskopische 
Priifung ergab. 

103,6 mg (i. V.) Substanz gaben 42,6 mg AgCl+ AgBr= 40,05'mg AgCl 

7,6°/, Cl und 4,42°/, Br. 
13,7 mg(i. V.) Substanz gaben 7,1 mg AgJ = 3,32°/, CHs. 

123,1 mg ,, " » 3,6mg Fe,0,= 2,04°/, Fe. 

Das Produkt wurde daher erneut der Kinwirkung von Brom- 
wasserstoff—Kisessig unterworfen, wobei von 8 g desselben 4,0 ¢ 
in Methylalkohol unléslich blieben, 2,6 g fielen beim Waschen 
mit Wasser aus und nur 0,5 ¢ blieben im Ather gelést und 
krystallisierten daraus in Prismen. In diesem Stoff lag offen- 
sichtlich das Chlor-brom-dimethoxy-mesoporphyrin vor, das nach 
der Methoxybestimmung zu schlieBen, etwa 25°/, Monomethoxy- 
oxyiither enthielt, ein Zeichen dafiir, daB die Verseifung der 
Methoxygruppe des eingesetzten Chlor-methoxy-dimethylhamins 
durch den Bromwasserstofi—Kisessig zu 25°/, nur bis zur Oxy- 
gruppe eingetreten war, wihrend bei 75°/, ein Ersatz derselben 
durch Brom stattgefunden hatte. 

58,1 mg (i. V.) Substanz gaben 23,4 mg AgC + AgBr = 20,5 mg AgCl. 


8,7 mg 9 ” ” 4,2 me AgJ. 
C,,.H,,O,N,ClBr Ber. Br 10,80°/, Cl 4,79°/, 2CH, 4,5°/, 
Gef. ,, 9,81 4» 0,20 ” 8,0%). 


Die Analyse des in Methylalkohol unléslichen Teils (4,0 g) 
gab nach der Behandlung mit Natriumacetatlésung zur Zer- 
legung des zuniichst vorliegenden bromwasserstofisauren Salzes 


folgende Werte: 


') Vgl. 8.°277. 
*) Die Unstimmigkeit der Halogenanalyse diirfte darauf zuriick- 
gufiihren sein, daB beim Uberleiten von Chlor nicht alles AgBr in AgCl 


umgewandelt wurde. 
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98,3 mg (i.V) Substanz gaben 34,4 mg AgCl+- AgBr = 29,4 mg AgCl 
= 9,13°/) Br und 3,35°/, Cl. 

11,1 mg (i. V.) Substanz gaben 4,6 mg AgJ = 2,65°/, CHg. 

118,4 mg ,, - » 3,1 mg Fe,O,= 1,83°/, Fe. 

Die Analyse des beim Auswaschen der itherischen Lisung 
mit Wasser ausgefallenen Produktes ergab nach der Behandlung 
mit Natriumacetat folgende Werte: 

81,7 mg (i. V.) Substanz gaben 27,3 mg AgCl + AgBr = 24,3 mg AgCl 
= 4,43°/, Chlor und 6,60°/, Brom. 

85,7 mg (. V) Substanz gaben 3,0mg FeO, = 2,45°/, Fe. 

59mg ,, “s " 5,0 mg AgJ = 5,42°/, CHsg. 

Der Stoff erwies sich unléslich in Alkalien, war also noch 
verestert, die spektroskopische Priifung lieB erkennen, daB noch 
ein ,HAmin“ vorhanden war. Das Eisen wird also sehr schwer 
herausgenommen und die Anlagerung von Bromwasserstoff an 
den Acetylenrest ist unvollstindig geblieben. Gehen beide Reak- 
tionen Hand in Hand, so wiirde eine Bindung des EHisens an 
den Acetylenrest eine Erklirung fir die ermittelten Resultate 
abgeben. Durch dreistiindiges Kochen mit 7°/,iger methyl- 
alkoholischer Kalilauge trat Verseifung ein; das nunmehr in 
Soda, Chloroform, Methylalkohol und Eisessig lésliche Produkt 
enthielt aber doch noch 2,38°/, CH,, das Brom war vollstandig, 
das Chlor teilweise herausgenommen worden. 

57,0 mg (i. V.) Substanz gaben 5,65 mg AgCl = 2,45°/, Cl. 

59mg ,, re is 2,2 mg AgJ = 2,38°/, CHs. 

Eine nochmalige Behandlung mit Kisessig—Bromwasserstoff 
eB nun aus 1,2 g nur noch 0,03 g eines Adtherléslichen Por- 
phyrins entstehen, auch ein Versuch mit Ameisensiure brachte 
keine nennenswerten Mengen von Porphyrin mehr hervor. 

III. Bei der Darstellung des Monochlormethoxy-dimethy]l- 
hiimins war ein in Methylalkohol sehr schwer léslicher Riick- 
stand hinterblieben, der sich auch durch weiteres Kochen mit 
Methylalkohol nicht mehr verinderte. Er léste sich leicht in 
Chloroform, schwer in Eisessig, nicht in Ather, auch nicht in 
mit Schwefelsiure angesiuertem Alkohol. Spektrum in Chloro- 
form: 640—620, 550—530, 520—490, Endabsorption von 485 an 
nach Zusatz von Hydrazin: 555—445, 530—520. Nach der 
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Analyse zu urteilen, war eine Abspaltung von Chlorwasserstoff 
elngetreten. 

44,2 mg (i.V.) Substanz gaben 17,3 mg AgCl. 

8,7 (7,9) mg (i. V.) Substanz gaben 5,5 (5,3) mg AgJ. 

105,5 mg (i.V.) Substanz gaben 10,6 mg Fe,Q,. 
©.gHs30,N,FeCl, Ber. Cl 9,96°/, Fe 7,849, 2CH, 4,22, 

Gef. ,, 9,68 »» 1,08 » 4,04 (4,25). 

Bei der Porphyrinspaltung wurden aus 3 g der Substanz 
1,9 g eines in Methylalkohol unléslichen Produktes erhalten und 
nur 0,65 g eines auch in Ather léslichen Porphyrins, das kry- 
stallisierte. Nach der Analyse zu urteilen, liegt hier das Chlor- 
brom-dimethoxy-mesoporphyrin vor, das allerdings nicht ganz 
rein war, durch Veresterung wurde dann auch ein Stoff er- 
halten, der bei 74° sinterte und bei 123° schmolz, wihrend 
fiir den Ester des genannten Mesoporphyrinderivats 126° beob- 
achtet worden war. 

57,2 mg (i. V.) Substanz gaben 25,5 mg AgBr + AgCl = 22,5mg AgCl. 


90mg ,, rm - 4,9mg AgJ. 
Cy .N,oOgN,CIBr (739,92) Ber. Br 10,80°/, Cl 4,79°/, 2Cu, 4,05°, 
Gef. ,, 9,43 DDD » 3,49) 


Der in Methylalkohol unldsliche Riickstand (1,9 g) erwies 
sich als ein bromwasserstofisaures Salz, das noch reichlich 
Kisen enthielt. 

89,0 mg (i. V.) Substanz gaben 76,5 mg AgCl + AgBr = 60,7 mg AgCl 
= 31,9°/, Br + 2,72°%, Cl. 

11,9 mg (i. V.) Substanz gaben 3,6 mg AgJ = 1,94°/, CHsg. 

102,8 mg ,, a » 3,7 mg FeO, = 2,52°/, Fe. 


Durch eine Behandlung mit Natriumacetatlésung wurde 
Bromwasserstoff herausgenommen. 

59,6 mg (i. V.) Substanz gaben 16,1 mg AgBr + AgCl = 15,1 mg AgCl 
und 1,5 mg F,O, = 4,94°/, Cl, 3,0°/, Br und 1,76°/, Fe. 

IV.A. Der nach der Behandlung von 4 g Chlor-methoxy- 
dimethylhiimin?) mit EKisessig-Bromwasserstoff und nach Ab- 


') Vgl. die Anm. auf S. 280. 

2) Da bei der Umwandlung des Di-chlor-dimethylhimins durch 
Kochen mit Methylalkohol in das Chlor-methoxyderivat ein Gemenge 
isomerer Stoffe entsteht, von denen der eine bei der Porphyrinspaltung 
ein Meso-, der andere ein Himatoporphyrinderivat gibt, kénnten die 
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destillation der Lésungsmittel im Vakuum verbleibende Riick- 
stand wurde mit Wasser bzw. 1°/,iger Bromwasserstoffsiure 
behandelt bis keine Lésung mehr erfolgte, wonach nur 0,4 g 
eines Porphyrins aus der bromwasserstoffsauren Lésung isoliert 
werden konnten, wihrend 3,4 g unléslich zuriickblieben, Das 
Porphyrin enthielt 5,7°/, Chlor und 6,51°/, Brom, kein Methoxyl, 
die Verseifung des im verwendeten Himin enthaltenen Methoxyls 
war vollstandig geworden. 

80,0 mg (i. V.) Substanz gaben 30,7 mg AgCl + AgBr = 27,8 mgAgCl. 

B.I. Das wasserunlésliche Produkt (3,4 g) erwies sich zu- 
nachst noch als bromhaltig (7,41°/, Br neben 5,47°/, Cl), 

44,8 mg (i. V.) Substanz gaben 17,7 mg AgCl + AgBr = 15,85 mg AgCl. 
war aber nach dem Behandeln mit 5°/,iger Lésung von sekun- 
direm Natriumphosphat, wobei es in Lésung ging und dann 
durch Ereignisse wieder gefallt wurde, bromfrei. Die Analyse 
bestatigte das Vorliegen eines chlorsubstituierten Himatopor- 
phyrins. 

99,8 mg (i. V.) Substanz gaben 234,8 mg CO, und 50,95 mg H,0. 


101,3 mg ,, “ - 21,0 mg AgCl. 
C,,H,,0,N,Cl. Ber. C 64,68°, H 5,59, Cl 5,62°/, 
Gef. ,, 64,12 ) By Tl yD, 13. 


Es léste sich in Chloroform, Methylalkohol und Eisessig, 
sehr schwer in Ather. 

Spektrum in Ather: 2 615—600, 575—560, 535—523, 
505—490. 

B. II. Zur Veresterung wurde 1 gin 150 ccm Methylalkohol 
gelést, der 1°/, Chlorwasserstoff enthielt und die Lésung 1 Stunde 
im Sieden erhalten, worauf sie durch EingieBen in 200 ccm 
Natriumacetatlésung gefillt wurde. Der nach der Isolierung 
im Vakuum getrocknete Stoff erwies sich durch Unléslichkeit 
in Soda als vollstindig verestert, zeigte aber keinen Schmelz- 
punkt; er léste sich in Chloroform, Kisessig und Methylalkohol, 
nur schwer in Ather. 


Mengenverhiltnisse bei verschiedenen Darstellungen wechseln. Es mu 
deshalb bemerkt werden, daB das hier eingesetzte Priparat von einer 
anderen Darstellung stammte als das zu den Versuchen unter I und II 
verwendete. 
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8,2 mg (i. V.) Substanz gaben 5,3 mg AgJ. 
C,,.Hs,0,N,Cl (658,8) Ber. 4,55°/,  Gef. 4,14°/, fiir 2CHs. 

Das komplexe Zinksalz fiel aus der Lésung von 0,3 g des 
Esters in 30 ccm Acton auf Zusatz von 10 ccm 1°/,iger Zink- 
acetatlésung in Aceton als amorpher Niederschlag im Gewicht 
von 0,25 g aus. 

Es war léslich in Chloroform und Methylalkohol, nicht in 
Ather. 

53,59 mg (i. V.) Substanz gaben 5,91 mg ZnO (Veraschung). 

Cy,H,,0,N,ClZn (722,17) Ber. 9,05°/, Gef. Zn 8,86°/,. 

Das komplexe Kupfersalz wurde aus der Lésung von 0,3 g 
des Esters in 20 ccm Eisessig auf Zusatz von 15 ccm einer 
gesittigten Kupferacetatlésung in Eisessig und Erwirmen bis 
zum Farbumschlag beim Erkalten in feinen Nadeln erhalten. 

Es ist léslich in Chloroform, schwer in Methylalkohol und 


Hisessig. 
43,47 mg (i. V.) Substanz gaben 4,78 mg CuO (Veraschung). 
Cy,H;,0,N,ClCu (720,37) Ber. 8,80°/, Gef. Cu 8,78°%,. 


Zur Herstellung des komplexen Chlorferrisalzes wurden 
0,4 g des Esters in 30 ccm Eisessig gelést, etwas Chlornatrium 
und Ferroacetat hinzugegeben und bis zum Farbenumschlag 
in Braunschwarz erwirmt. Beim Erkalten fiel das Salz in 
Nadeln aus. Ausbeute 0,3 g. Es ist léslich in Chloroform, 
schwer in EKisessig und Methylalkohol, sehr schwer in Ather. 

Spektrum in Ather: 2 640—620, 560—535, 520—490. 


53,9 mg (i. V.) Substanz gaben 5,7 mg F,O,. 


34,8 mg sy, ” » 13,1 mg AgCl. 
C,,H,,0,N,FeCl,. Ber. Fe 7,46°/, Cl 9,48°/, 
Gef. ,, 7,40 » 9,31. 


V. 2 g Chlormethoxy-dimethylhimin wurden in 50 ccm Py- 
ridin gelést; die Lésung zeigte nach 20stiindigem Stehen ein 
himochromogenihnliches Spektrum (A 565—555, 585—525). Sie 
wurde nach dieser Zeit mit stark verdiinnter Salzsiure gefallt, 
wobei ein in Chloroform und Eisessig leicht, in Methylalkohol 
schwer, in Ather unldslicher Stoff gefillt wurde, dessen Lisung 
in Chloroform nun wieder das Spektrum des Di-chlor-dimethy]- 
himins aufwies. Durch die Behandlung mit Pyridin war also 











Vs 


—lUr 


= WSS 








Chemismus der Porphyrinspaltung bei substituierten Hiiminen usw. 285 


eine ersichtliche Veranderung?’) eingetreten und diese bewirkte, 
daB bei der folgenden Spaltung mit Kisessig—Bromwasserstoff 
ein in Ather lésliches Porphyrin in einer Ausbeute von 0,6 g 
erhalten wurde, das neben Chlor auch Brom euthielt. Die 
Analysen ergaben kein befriedigendes Resultat, sie wiirden. auf 
das Chlor-brom-dimethoxy-mesoporphyrin stimmen, wenn die 
Uberfithrung des Gesamthalogensilbers in Chlorsilber auch hier 
wieder nicht vollstiindig geworden wire. 
45,1 (55,4) mg (i. V.) Substanz gaben 21,4 (26,0) mg AgCl + AgBr 
= 19,7 (24,0) mg AgCl. 8,5 mg (i. V.) Substanz gaben 5,1 mg AgJ. 
Cu Ho O,N,CIBr. 
Ber. Br 10,80°/, Cl 4,79°, 2CH, 4,05°/, 
Gef. ,, 6,78 6,48 » 1,80 7,84 » 38,84. 


Die Untersuchung wurde mit Mitteln ausgefiihrt, die uns 
die W.-Gesellschaft zur Férderung der Wissenschaften ge- 
wihrt hatte. Wir méchten auch an dieser Stelle unseren auf- 
richtigen Dank fiir die Unterstiitzung zum Ausdruck bringen. 


1) Eine Abspaltung von Chlor war natiirlich auch eingetreten, da 
aber mit Salzsiure gefillt wurde, hatte das entstandene Hydroxyhimin 
zum Teil wenigstens wieder ein Chlorhimin gebildet, so daB das Pri- 
parat 7,41°/, Chlor enthielt. 


75,8 mg (i.V.) Substanz gaben 22,7mg AgCl = 7,41°/, Chlor. 
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Haben Histidin und Arginin auf die Purinsynthese des 
wachsenden menschlichen Organismus einen EinfluB.’) 
Von 


P. Gyérgy und S. J. Thannhauser. 


(Aus der Heidelberger Kinderklinik und der Inneren Klinik der Diisseldorfer 
med, Akademie.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1928.) 


Der Bedarf an Kernsubstanz ist fiir den wachsenden 
Organismus und auch fiir die ausgewachsenen Organismen 
stindig vorhanden. Die exogene Zufuhr ist zu klein und zu 
unregelmaBig, um einem gesteigerten Bediirfnis zu entsprechen. 
Kine Synthese des Purin- und Pyrimidinringes muB aus diesem 
Grunde im Organismus méglich sein. Die Synthese bestimmter 
heterocyclischer Ringe gehért zu den wichtigsten Lebensvor- 
gingen. Seit wir durch die Untersuchungen von A. Kossel 
und K. Fischer die Struktur der Purine und Pyrimidine 
kennen, ist es wahrscheinlich, da eine Bildung dieser Sub- 
stanzen durch eine Vereinigung einer Dreierkohlenstoffkette 
—C—C—C— mit einem oder 2 Molekiilen Harnstoff sich voll- 
zieht. Die Purine enthalten einen Pyrimidin- und einen Imid- 
azolkern. Aus diesem Grunde wurde vermutet, daB der Purin- 
ring sich auch aus Substanzen bilden kénnte, welche den 
Imidazolring vorgebildet enthalten. Abderhalden und Hin- 
beck, sowie Abderhalden und Schmidt suchten durch Ver- 
fiitterung von groBen Mengen von Histidin eine Vermehrung 
der Allantoinausscheidung beim Hunde zu erzielen. Sie konnten 
aber kein Ansteigen der Allantoinausscheidung feststellen. Mit 


') Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel, XVIII. Mit- 
teilung. 
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dieser Feststellung schien der Vermutung, daB Histidin eine 
Vorstufe der Purinsynthese sei, der Boden entzogen, bis 
H. Ackroyd und F.G. Hopkins durch eine besondere Ver- 
suchsanordnung wieder Beweise fiir die Beziehungen des 
Histidins zur Purinsynthese zu erbringen glaubten. Diese 
Autoren verfiitterten an wachsende Ratten ein Aminosiure- 
gemisch, welches alle im tierischen EiweiB priformierten Amino- 
siuren mit Ausnahme von Histidin und Arginin enthielt. Die 
Ratten wuchsen nicht mehr, sie verloren an Gewicht, gleich- 
zeitig ging die Allantoinausscheidung, aber auch die Aus- 
scheidung aller N-haltigen Substanzen zuriick. Wurde dem 
Futter wieder Histidin und Arginin zugesetzt, so wuchsen die 
Ratten, ihr Gewicht ging in die Hoéhe, Allantoin- und N-Aus- 
scheidung ging auf den Wert der Vortage. Zum Vergleich 
machten Ackroyd und Hopkins Versuche mit einem Amino- 
siuregemisch, in welchem Arginin und Histidin vorhanden 
waren, aber Tryptophan fehlte. Die Abwesenheit von Trypto- 
phan hatte hinsichtlich des Wachstums und Gewichtes den 
gleichen Kffekt. Die Ratten wuchsen nicht und verloren an 
Gewicht, die Allantoinausscheidung blieb aber annihernd auf 
den gleichen Werten wie bei tryptophanhaltigem Futter. Die 
Werte fiir den Gesamt-N zeigten aber keine so starke Ab- 
nahme wie beim Weglassen von Histidin und Arginin. Aus 
diesen Versuchsresultaten glaubten Ackroyd und Hopkins 
schlieBen zu kénnen, da Histidin und Arginin das Grund- 
material fiir die Synthese des Purinringes im _ tierischen 
Organismus wiren. Lewis und Doisy konnten mit der gleichen 
Versuchsanordnung bei ausgewachsenen Ratten die Ver- 
suche von Ackroyd und Hopkins nicht bestitigen. Fehlen 
von Arginin und Histidin in der Nahrung zeigte bei aus- 
gewachsenen Tieren keinen Kinflu8 auf die Allantoinausschei- 
dung. Rose und Cox, Rose und Cook, sowie C. P. Stewart, 
die die Versuche von Ackroyd und Hopkins an wachsen- 
den Ratten wiederholten, bestitigten die Versuchsresultate der 
ersten Untersucher in den wesentlichen Teilen, nur konnten 
Stewart, besonders aber Rose und seine Mitarbeiter zeigen, 
daB Histidin und Arginin sich nicht, wie Ackroyd und Hop- 
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kins angaben, wechselseitig vertreten kénnen. Das Fehlen 
von Histidin kann nicht durch Argininzusatz ausgeglichen 
werden. In gleicher Weise wie Lewis und Doisy konnte 
auch Stewart zeigen, daB bei ausgewachsenen Ratten das 
Fehlen von Arginin und Histidin keinen KinfluB auf den Ge- 
samtzustand und die Allantoinausscheidung hat. V. J. Harding 
und E.G. Young verfiitterten wachsenden Hunden an Stelle 
von FleischeiweiB tierische Placenta. Die Placenta enthalt 
prozentual fast die doppelte Menge an Arginin als Fleisch, 
der Histidingehalt beider EiweiBarten ist ungefahr gleich. 
Nach der Placentaverfiitterung steigt die Allantoin- und auch 
die Harnsdureausscheidung im Harn der Hunde auf die doppelte 
Menge. Obwohl in der Placenta mehr Purine vorgebildet sind 
als im Fleisch, ist diese Menge doch bei weitem nicht aus- 
reichend, um die Mehrausfuhr an Allantoin zu erkliren, Die 
Autoren stiitzten sich auf die Versuche von Ackroyd und 
Hopkins und glauben, dab das im PlacentaeiweiB vorgebildete 
Arginin die Muttersubstanz des Allantoins wire. Zweifellos 
ist die merkwiirdige Tatsache, dab nach Placentafiitterung eine 
Vermehrung der Allantoinausscheidung eintritt, eigenartig und 
neu, es scheint uns aber der SchluB, daB der gesteigerte 
Arginingehalt der Placenta fiir diese Erscheinung maSgebend 
sei, durchaus nicht zwingend. Selbst wenn man aus den 
Rattenversuchen von Ackroyd und Hopkins der von diesen 
Autoren gemachten Annahme, daf Histidin und Arginin die 
Vorstufen der Purine sein kinnten, zustimmt, so ist man durch 
die Arbeiten von Rose-Cox, Rose-Cook und Stewart be- 
lehrt worden, daB Histidin und Arginin sich nicht wechsel- 
seitig vertreten kénnen und daB es in erster Linie das Histidin 
sein diirfte, welches sowohl fiir das Wachstum, als auch die 
angenommene Purinbildung in Frage kommt. Allerdings 
miissen wir mit Mitchell bei den Arbeiten von Rose und 
seinen Mitarbeitern, sowie von Stewart mit der Fehler- 
méglichkeit rechnen, daB in ihren Argininversuchen die von 
den Ratten verzehrte Nahrungsmenge rein quantitativ hinter 
der in den Versuchen von Ackroyd-Hopkins stark zuriick- 
blieb und auf diese Weise ohne Wirkung bleiben muBte. 
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Wie dem auch sei, Versuche an Ratten und Hunden sind 
hinsichtlich des Purinstoffwechsels, teils wegen der schwierig 
zu handhabenden Allantoinbestimmung, teils wegen miglicher 
artspezifischer Besonderheiten im Verhalten des Purinstoff- 
wechsels nicht unbedingt zuverlassig, oder allgemein beweis- 
kraftig. Wegen der Tragweite der von Ackroyd und Hop- 
kins, sowie den Nachuntersuchern gezogenen SchluBfolgerungen 
unternahmen wir Versuche am wachsenden Menschen, welche 
in ihrer experimentellen Anordnung den Versuchen von Ackroyd 
und Hopkins entsprachen. Beim Siugling liegen die Ver- 
suchsbedingungen fir den Purinstoffwechsel klar. Die Harn- 
siure ist das einzige Endprodukt, die Harnsiurebestimmung 
ist in den tiglichen Harnquantitaéten médglich. Auch die Ver- 
haltnisse im Gesamt-N und in den anderen N-haltigen Aus- 
scheidungsprodukten lassen sich in tiiglichen Kontrollen leichter 
iiberblicken als bei Ratten, wo man nur in wéochentlichen 
Perioden die Ausscheidungen zur Verarbeitung bringen kann. 
Andererseits muBten wir aber beim Siugling mit einer Reihe 
von anderen Hindernissen rechnen, die sich der Ausfiihrung 
unseres Vorhabens naturgemiéB entgegengestellt haben. Allein 
schon aus dem Grunde, da ahnliche Untersuchungen mit rein 
synthetischen Diatformen an Sauglingen bisher nicht ausgefihrt 
wurden, und wir bei Vermeidung von Schidigungen kaum 
wagen durften, solche Ernaihrungsversuche iiber lingere Zeit- 
intervalle auszudehnen. Wenn hiermit auch ein besonderer 
Vorteil der Tierexperimente zunichst zwangsliufig entfallen 
muBte, so glaubten wir trotz dieser Beschriinkung im beab- 
sichtigten ersten Schritt zur Erforschung des Stoffwechsels 
beim synthetisch ernéhrten, wachsenden menschlichen 
Organismus fiir die zukiinftige Forschung, die hier noch reiche 
Friichte verspricht, zumindest die ersten Grundlagen und An- 
sitze schaffen, und auf die uns interessierende Frage der 
Purinkérpersynthese eine wenigstens orientierende erste Ant- 
wort erteilen zu kénnen. Da wir grundsitzliche Unterschiede 
im Ablauf von Stoffwechselvorgingen beim Menschen und bei 
Tieren annehmen miissen, solche zum Teil auch schon kennen, 
so diirften die erwihnten SchluBfolgerungen von Ackroyd- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX. 19 
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Hopkins, Rose und seinen Mitarbeitern Stewart, ebenso 
auch eine Reihe von weiteren grundsitzlich ahnlichen, bisher 
nur im Tiermaterial gewonnenen Versuchsergebnissen, fiir den 
menschlichen Organismus nur dann eine Geltung haben, wenn 
sie hier auch experimentell reproduzierbar waren. 

Bei den Bestrebungen solche Untersuchungen an Kindern 
mit Erfolg und mit allgemein giiltiger Beweiskraft auszufiihren, 
muB unsere gréBte Sorge der Vermeidung von Schadigungen 
und der Durchfithruvg méglichst langer und in diesem Punkte 
den Tierversuchen tunlichst angepaBter Versuchsperioden gelten. 
Um dies bewerkstelligen zu kénnen, haben wir, ohne das 
quantitative Prinzip aus den Augen zu verlieren — ein be- 
sonderes Gewicht auf die bekannten Forderungen der neuen 
qualitativen Ernaihrungsweise gelegt. Mit Ausnahme der zu 
untersuchenden Substanz und Stofigruppen — in unserem 
Falle der Purinkérper und des Histidins, sowie des Arginins — 
muB die verwendete Diait dementsprechend den quantitativen 
und qualitativen Forderungen des menschlichen Organismus 
voll entsprechen. Mangels einschligiger friiherer Untersuchungen 
haben wir uns auch in dieser Hinsicht zuniachst auf Tast- 
versuche beschrankt und an die von Ackroyd-Hopkins und 
von Stewart bei Ratten mit Erfolg verwendeten Diit- 
vorschriften gehalten. 

Unsere synthetische Diit bestand dementsprechend aus 
Butter, Rohrzucker, dem Osborne-Mendelschen Salzgemisch 
(CaCO, 134,8, MgCO, 24,2, Na,CO, 34,2, K,CO, 141,3, H,PO, 
103,2, HCl 53,4, H,SO, 9,2, Citronensiure + H,O 111,], 
Hisencitrat + 1 1/,H,O 6,34, KJ 0,020, MnSO, 0,079, NaF 
0,240, K,Al,(SO,), 0,0245, aus Lebertran, Citronensaft, Hefe- 
extrakt, gelegentlich aus Vigantol, und als KiweiBquelle aus 
einem voll aufgeschlossenen H,SO,-Caseinhydrolysat, aus dem 
das Histidin und Arginin durch Silberbarytfaillung méglichst 
entfernt wurden. Ebenso wurden dann auch die letzten Spuren 
von Silber und Barium mit Hilfe der entsprechenden Fallungs- 
reaktionen eliminiert. Der N-Gebalt des Hydrolysats, einer dicken 
braunen Fliissigkeit, betrug nach eigenen Analysen 77,1 mg 
in lg. Da 1g Casein etwa 157 mg N entsprechen, so war 
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das Hydrolysat, auf Casein bezogen, ungefihr 1/, verdiinnt. 
Die Nahrungszusammensetzung wurde méglichst der der Milch 
angepaBt (vgl. die Tabellen) und auBerdem auch mit den nétigen 
Vitaminen angereichert, und zwar mit Vitamin A in Form 
des Lebertrans, mit Vitamin B und F in Form eines selbst 
dargestellten Hefeextraktes aus dem englischen Hefepriparat 
.Marmite“, mit Vitamin C in Form des Citronensaftes und mit 
Vitamin D in Form des Lebertrans und gelegentlich des Vigantols. 

Bei der Hefeextraktdarstellung gingen wir nach Stewart 
so vor, daB wir zuerst aus der ,,Marmite“ einen alkoholischen 
Extrakt bereitet und diesen dann zwecks Entfernung der Purin- 
kérper mit Silberbaryt behandelt und schlieBlich das Silber 
und Barium in der iiblichen Weise entfernt hatten. 1 ccm 
der fertigen Lésung entsprach 1 g des Originalpriparates. 

Da die Aufspaltung des Caseins mit Schwefelsiure zwangs- 
laufig mit einer Zerstérung von lebenswichtigen Aminosiuren, 
und zwar vom Cystin und vom Tryptophan, die innerhalb des 
menschlichen Organismus synthetisch vermutlich nicht auf- 
gebaut werden kénnen, einhergeht, haben wir das uns freund- 
lichst von der I. G. Farbenindustrie Hochst zur Verfiigung ge- 
stellte Caseinhydrolysat durch Zugaben von chemisch reinem 
Tryptophan!) (2°/,) und Cystin?) (1°/,) zu komplettieren ver- 
sucht. Die colorimetrischen Proben auf Histidin und Arginin, 
deren Ausfiithrung wir dem freundlichen Entgegenkommen von 
Prof. Edlbacher (Physiologisches Institut, Heidelberg) ver- 
danken, ergaben im Caseinhydrolysat noch geringe, der Silber- 
barytfallung entgangene Spuren von Histidin und Arginin. Der 
Histidingehalt betrug nach der Analyse von Edlbacher etwa 
0,1°/, N gegeniiber der Norm von etwa 2,5°/,. Das Histidin- 
angebot haben wir also mit unserem Caseinhydrolysat auf 
etwa 5°/, einer normalen Diit, d. h. sehr erheblich vermindert, 
und wir durften hoffen, daB — im Sinne der Forderung von 
Ackroyd und Hopkins — bei einem solchen Histidinhunger 
die Auswirkung eines Histidinzusatzes besonders klar zum Aus- 
druck kommen wird. Andererseits méchten wir diesen Ver- 


1) Aus der chemischen Fabrik E. Merck, Darmstadt. 
*) Aus derselben Firma. 
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suchsmodus nicht als den einzig beweisenden bezeichnen. Sind 
Histidin und Arginin tatsichlich die Vorstufen der im inter- 
mediaren Stoffwechsel synthetisch aufgebauten Purinkérper, 
so halten wir es fir wahrscheinlich, daB bei jeder Erhéhung 
des Histidin- (oder Arginin-)Angebotes die innere Bildung von 
Purinkérpern und in weiterer Folge auch die Harnsaure- 
ausscheidung im Urin, als das einzige sichere auBere Zeichen 
eines verstirkten Purinkérperzusatzes, zunehmen wird. Die 
bereits erwihnten negativen Befunde von Abderhalden und 
seinen Mitarbeitern nach Histidinzusatz an erwachsenen 
Tieren stehen mit dieser Annahme in keinem Gegensatz. Denn 
auch nach der von Ackroyd-Hopkins inaugurierten Versuchs- 
anordnung, d. h. trotz einer voéllig histidinfreien Grundnahrung 
bleibt Histidinzusatz nach den bereits ausfiihrlich erérterten 
Literaturangaben bei erwachsenen Ratten im Gegensatz zum 
Verhalten junger, wachsender Tiere ohne jeglichen Einflu8 
auf die Allantoinausscheidung. Angesichts dieser Sachlage 
haben wir uns entschlossen, die Wirkung eines Histidin- (und 
Arginin-) Zusatzes auch bei einer nicht vdllig histidinfreien 
Grunddiit, wie sie die gewdhnliche Milchkost der Sauglinge 
darstellt, auf den Purinstoffwechsel zu untersuchen. Diese 
Versuchsanordnung zeichnet sich durch ihre Kinfachheit und 
leichte Durchfiihrbarkeit im Klinikbetrieb aus. Unser Material, 
iiber das wir im folgenden berichten werden, besteht demnach 
aus Untersuchungen iiber die Wirkung eines Histidin- und 
Argininzusatzes a) bei gewohnlicher Milchdiit, und b) bei einer 
synthetischen, praktisch histidin-, arginin-freien Grunddiat. 
Die Analysen wurden im 24 Stundenurin, der steril in 
kleinen, mit ein paar Tropfen Chloroform versehenen Erlen- 
meyerkolben ohne Verlust aufgefangen, und dann in einem 
gréBeren, im Kisschrank aufbewahrten Kolben gesammelt 
wurde, ausgefiihrt und auBer der Harnsaure (nach Benedict- 
Franke), auch auf das Kreatinin (nach Hahn- Barkan, 


vel. in Thierfelders Handbuch) auf den Gesamtstickstofi 
(Mikrokjeldahl, nach Bang) und in einigen Fallen auch aut 


andere Urinbestandteile, so auf das Ammoniak (nach Rona- 
Gyérgy) auf die Gesamtphosphate (Urantitration) auf den p,, 
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(Michaelis) auf die Titrationsaciditit (Brock), die organischen 
Saiuren (Palmer-van Slyke) ausgedehnt. Bei der Ausstellung 
dieser Versuche gingen wir von der Uberlegung aus, daB die 
Ammoniakbildung in den Geweben und auch in den Nieren 
nach neueren experimentellen Befunden (Gyérgy-Réthler) 
sicher auch mit dem Purinstoffwechsel (Adenosinphosphorsiiure) ’) 
und somit im Falle der Richtigkeit der Ackroyd-Hopkin- 
schen These méglicherweise auch mit dem Histidinstoffwechsel 
eng verknipft sein diirfte. Das Urinammoniak steht aber 
wiederum mit der Siureausscheidung im Urin, d.h. mit den 
entsprechenden anorganischen (p,,, Phosphate) und organischen 
organische Sauren), Urinbestandteilen in direkter Beziehung, 
deren Verhalten wir analytisch bestimmen wollten. 

Der Kreatininstoffwechsel nach Histidin- und Arginin- 
zusatz interessierte uns in erster Linie aus dem Grunde, weil 
nach sehr verbreiteten Anschauungen eine der Quellen des 
Kreatinins im Argininstoffwechsel zu suchen sein sollte. Hierzu 
muB allerdings bemerkt werden, daB Gibson-Martin und 
Buell Beziehungen zwischen Zulage von argininreichen Kiweib- 
kérpern, auch von reinem Arginin sowie Histidin und der 
Kreatininausscheidung bei einem 12 jihrigen Kinde mit Dystro- 
phia musc. progressiva experimentell nicht nachweisen konnten. 

Der Histidin- und Argininzusatz erfolgte in unseren Experi- 
menten in Mengen von 0,5—1,0 g tiglich, stets in Form von 
neutralisierten, d. h. im Falle des jeweils verwendeten Histidin- 
chlorbydrates mit NaOH, in dem des Arginincarbonats mit 
HCl auf den Lackmusneutralpunkt gebrachten Lésungen. Im 
Hinblick auf die von Edlbacher, sowie von Gyérgy-R6th- 
ler in der Leber nachgewiesene Histidase war mit der Még- 
lichkeit zu rechnen, daB bei peroraler Zufuhr des Histidins 
dieses in der Leber zum groBen Teile abgebaut wird, noch 
bevor es in die Reaktionen des intermediiren Stoffwechsels 
eingreifen konnte. So haben wir uns entschlossen, die negua- 
tiven Resultate der Versuchsperioden mit peroraler Zufuhr 
auch durch eine solche in der das Histidin subcutan appliziert 


1) Vgl. auch die Arbeiten Embdens und seiner Mitarbeiter in 
dieser Zeitschrift zur Frage der Ammoniakbildung im Muskel. 
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wurde, zu vergleichen (vgl. Versuch III), allerdings erneut mit 
negativem Ergebnis. 

Die Histidin- und die Argininzugaben wurden von den 
Kindern anstandslos genommen und gut vertragen. Auch die 
Verabreichung des Caseinhydrolysates verursachte zunichst 
wenig Schwierigkeiten. Die Kinder nahmen die synthetische 
Nahrung meist gern; zu Verdauungsstérungen, Durchfallen 
kam es nicht. Im weiteren Verlaufe jedoch haben wir mit 
der zunehmenden Appetitlosigkeit der Kinder zu kimpfen ge- 
habt; trat Erbrechen hinzu, so waren wir gezwungen, die Ver- 
abreichung des Hydrolysates abzubrechen (vgl. Versuch V). 


Die Gewichtskurve blieb wihrend der ganzen Zeit meist aut 


der gleichen Héhe oder zeigte nur unbedeutende geringe 
Schwankungen mit einer leichten Tendenz zur Abnahme. Auf- 
fallenderweise und im Gegensatz zu den einschligigen Ratten- 
experimenten gelang es uns auch nach Histidinzusatz nicht, bei 
den Kindern eine Gewichtszunahme zu erzielen. Den Grund fiir 
diese Insufficienz der verwendeten Nahrung vermochten wir in den 
bisher vorliegenden Untersuchungen nicht festzustellen, in weiteren 
geplanten Versuchen sollen die Wirkung des bisher aus 4uBeren 
Griinden unterlassenen kombinierten Histidin- und Arginin- 
zusatzes zum Caseinhydrolysat!) und weitere Komplettierungs- 
moglichkeiten einer eingehenden Analyse unterzogen werden. 

Uberblicken wir nun unsere Versuchsergebnisse, die in 
den beigefiigten Tabellen (Versuch I—VII) enthalten sind, so 
kénnen wir folgende Feststellungen machen: 1. Histidinzusatz, 
auch in Kombination mit Arginin vermag bei einer gewohn- 
lichen Milchgrunddiit weder die Harnsaiureausscheidung noch 
die Urin—Kreatininwerte oder die iibrigen untersuchten Milch- 
bestandteile — mit Ausnahme der Gesamtstickstoffzahl —. 
nachhaltig und konstant zu veriindern. Aus diesen ausgedehnten 
Untersuchungen konnten wir demnach fir die auf Grund der 
‘Tierexperimente a priori erwartete Annalme einer Purinkérper- 
synthese aus Histidin (und Arginin) keine Stiitze gewinnen. 
EKrhéhtes Histidin- und Argininangebot bleiben also bei Milch- 


1) Im Versuch III wurden Histidin und Arginin kombiniert, jedoch 
bei einer Milechgrunddiit verabreicht. 
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ernihrung auf die Urinzusammensetzung — zumindest was 
die von uns analytisch erfaBten Bestandteile anlangt — ohne 


Wirkung. 2. Vollig gleiche Ergebnisse, wie die soeben be- 
sprochenen, zeigten auch die Versuche, bei denen wir als 
Grunddiét im Sinne der von Ackroyd und Hopkins auf- 
gestellten Forderung eine (fast véllig) histidin- und argininfreie 
Grunddiat mit einem Caseinhydrolysat als EiweiBquelle ge- 
wihlt haben. Auch hier blieb Histidinzusatz ohne jegliche 
nachweisbare Wirkung auf den intermediiren Purinstoffwechsel, 
ebenso auch auf die anderen untersuchten Urinbestandteile, 
insonderheit auch auf die Kreatininausscheidung. Die von 
Ackroyd-Hopkins, von Rose und seinen Mitarbeitern, sowie 
von Stewart an wachsenden Ratten nachgewiesene Abhingig- 
keit der Allantoinausscheidung vom Histidinangebot lieB sich 
in unseren Beobachtungen an Siuglingen in bezug auf die 
Urin—Harnsiurewerte nicht reproduzieren. Fiir die Annahme 
von direkten Beziehungen zwischen dem Histidin- und dem 
Purinstoffwechsel konnten wir demnach auch in diesen unter 
verschirften Bedingungen ausgefiihrten Stoffwechselversuchen 
keine verwertbaren Anhaltspunkte gewinnen. Wenn wir noch 
die Harnsiureausscheidung bei gewéhnlicher Milchernihrung 
mit der bei der synthetischen Versuchsdiit vergleichen (vgl. 
die T'abelle), so kénnen wir auch hier keine Unterschiede nach- 





J 
Versuchs-Nr. 





























i” Harnsiure- Kreatinin- > 
os, ausscheidung | ausscheidung | © = 
Alter | ‘5 a a = x 
o 8 ps E nn & x fy 
des = Ermnihrung | 2 © ,, 2 wo | 22 2D b / 14 
’ SCHI- RESTA“ SEI4i,/ 4). 
Kindes | & PS ee ag Sa IZ] siz 
: CP eis Se ioe ols Be 1S! 4 
ea do} Q,°" a 6 — r oo" be 10°" yy, 
<a * be 
N 
7 Mon. | 5800 28,7 4,9 | 339 5,8 | 1,44 | 1,72 
8 6500 | a 28,4 4,4 | 482 7,4 | 0,85 | 1,43 
4 3900 = | 22.9 | 5,8 | 288 7,4 | 1,38 | 1,72 
8 6600 283 4,8 | 365 5,5 | 1,24] 1,61 
6 ., | 5700 21,7 38 | 362 | 638 | 1,11 | 1,90 
7 5800 | , Casein- 25,2 4,3 | 29,0 5,0 | 1,43 | 1,62 
al hydrolysat | ‘ : , : / 








996 P.Gyoérgy und S. J. Thannhauser, 


weisen. Das Verhalten des endogenen Harnsiurestoffwechsels 
bei der praktisch purinfreien Milchernihrung stimmt sogar in 
allen EKinzelheiten mit dem bei der praktisch purin- und 
histidinfreien synthetischen Versuchsdiait auffallend gut iiber- 
ein. Die von uns bei der Milchernaihrung erhaltenen Harn- 
siure- und Kreatinwerte stehen iibrigens auch mit den in der 
letzten Zeit von Miiller-Steudel-Ellinghaus, sowie von 
Rougigitch fiir den gesunden Saugling angegebenen Zahlen 
in gutem Einklang. Da wir aber auch bei den mit synthe- 
tischer Diat ernihrten Siuglingen keine Erniedrigung der 
Harnsiure- und Kreatininausscheidung beobachten konnten, so 
miissen wir annehmen, dai der Purin- und Kreatininstoff- 
wechsel des Si&uglings bei dieser Diait keinen erheblichen 
Schaden gelitten hat, und daB die intermediaére Harnsiure- 
und Kreatininbildung auch bei der praktisch histidin- und 
argininfreien Diit in der gleichen GréBenordnung erfolgt, wie 
bei der gewobnlichen Milchdiit. Den médglichen Einwand, 
daB unsere Versuchsperioden notgedrungen eine verhiltnis- 
miBig zu kurze Zeitspanne umfassen, kénnen wir naturgemab 
nicht direkt entkriften, wir glauben jedoch nicht, daB wir 
beim regen Stoffwechsel des Siuglings die erwartete Insuffi- 
cienz der Versuchsdiit in den 8—14tagigen Perioden (vgl. 
z. B. Versuch V) wenigstens andeutungsweise auch duBerlich 
im Verhalten der Gewichtskurve nicht haitten nachweisen kénnen. 
Angesichts all dieser Versuchsergebnisse und Uberlegungen 
stehen wir nicht an, unsere Untersuchungen in dem Sinne zu 
deuten, daB wir beim Siugling keine Anhaltspunkte 
fir das Vorhandensein von direkten Beziehungen 
zwischen Histidinangebot und Purinstoffwechsel ge- 
winnen konnten. 
Literatur. 
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298 P. Gyorgy und &. J. 
Versuch Il. W. Keil 3g, 8 Monate. 
2 | 2 |e 
Zz ei? |Z lel ¢ x | x 
ssf er Pe lael eel aa] ea | Zle |e 
<>] nihrung] 5-5 [6 2] & 5 2 & a5 aie | ele 
gi Pe |B 1s | a 5 UT Ele | Eg 
- im 20) he = & 2 |v 
1 “a 6500 | 440 | 3,6590 | 0,0362 | 0,0545 | 1,00 | 1,49 
2| 23s 6500 | 470 | 3,1420 | 0,0295 | 0,0498 | 0,95 | 1,59 
3 “a 2 6580 | 440 | 3,2278 | 0,0255 | 0,0477 | 0,79 | 1,48 
4 bag 6540 | 450 | 3,3768 | 0,0300 | 0,0465 | 0,89 | 1,38 
5 Se 6500 | 485 | 83,6115 | 0,0304 | 0,0514 | 0,84 | 1,42 
6 | <2 | 6540 | 370 | 3,5742 | 0,0228 | 0,0490 | 0,64 | 1,38 
7] 3. 6560 | 475 | 3,4015 | 0,0252 | 0.0472 | 0,74 | 1,39 
8s] £ + 6580 | 460 | 3,1363 | 0,0268 | 0,0433 | 0,85 | 1,88 
9 6600 | 500 | 3,1045 | 0,0290 | 90,0444 | 0,98 | 1,88 
caktel Mittelwerte | 454 | 3,3593 | 0,0284 | 0.0482 | 0,85 | 1,43 
10] 6570 | 445 | 3,6757 | 0,0347 10,0570 | 0,95 | 1,51 
11 | 1 2 | 6580 | 440 | 3,8654 | 0,0350 | 0,0548 | 0,91 | 1,41 
12 | « 2 % | 6560 | 505 | 3,5527 | 0,0306 | 0,0510 | 0,86 | 1,44 
si. “ 6600 | 605 | 3,7988 | 0.0268 | 0,0533 | 0,71 | 1,40 
i4 | & &S & | 6600 | 630 | 3,4045 | 0,0269 | 0,0513 | 0,79 | 1,51 
15 | +. 25] 6560 | 485 | 3,1166 | 0,0239 | 0,0552 | 0,77 | 1,78 
16 | <= | 6540 | 470 | 3,5598 | 0,0266 | 0,0485 | 0,75 | 1,36 
17 | 3 £4 | 6600 | 410 | 3,2299 | 0,0246 | 0,0464 | 0,77 | 1,44 
is |” 6580 | 400 | 3,4838 | 0,0253 | 0,0508 | 0,72 | 1,46 
Hanpt-\ Mittelwerte | 488 3,5208 | 0,0283 | 0,0520 | 0,80 | 1,48 
periode f ‘ . 
19 | | | 6550 | 385 | 3,4361 | 0,0267 | 0,0516 | 0,78 | 1,50 
20 | © 5 & | 6600 | 270 | 3,0561 | 0,0214 | 0,0439 | 0,70 | 1,44 
21 | 2S J | 6620 | 455 | 3,3347 | 0,0265 | 0,0494 | 0,80 | 1,48 
22 | w S « | 6650 | 350 | 3,1091 | 0,0238 | 0,0511 | 0,77 | 1,64 
23 | 8 3 5 6660 | 405 | 3,0249 | 0,0255 | 0,0490 | 0,84 | 1,62 
24 | . .°S | 6660 | 545 | 3,5450 | 0,0285 | 0,0512 | 0,81 | 1,45 
2 | 2S - 6640 | 535 | 3,5278 | 0,0298 | 0,0566 | 0,84 | 1,61 
26 | = 4 & | 6600 | 435 | 83,2612 | 0,0260 | 0,0541 | 0,80 | 1,65 
27 | S | 6700 | 330 | 2,9915 | 0,0265 | 0,0482 | 0,89 | 1,61 
came Mittelwerte | 412 | 3,3655 | 0,0261 | 0,0506 | 0,80 | 1,56 
periode 
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Versuch III. G. 
Px 3 
R S 
rr . o o& 
2 Ernahrung nO 
ja tie ® 
E oi B 
ae 2 
1 Taglich 600 g | 3980 
2 ?/,-Milch-Mehl- | 3960 
3 abkochung 3920 
4 | 76 °/, Rohrzucker 3990 
I. Vorperiode: Mittelwerte 
4) 3920 
6 3940 
Desg}. 
3920 
8 3910 
II. Vorperiode: Mittelwerte 
9 |Tigl. 600g 2/,-Milch-] 3890 
10 Mehlabkochung | 3909 
+ 6°/, Rohrzucker 
11 +0,5 g neutral, | 3920 
12 | Histidinchlorhydrat | 3990 
I. Hauptperiode: Mittelwerte 
13 3910 
14 Desgl. + 0,5 ¢ 3900 
. Arginincarbonat ws 
” (neutralisiert) ” 
16 3940 
II. Hauptperiode: Mittelwerte 
‘ Tiglich 600 g a 
18 2/,-Milch-Mehl- | 3880 
19 abkochung 3880 
29 | +6°/, Rohrzucker | 3919 























Nachperiode: Mittelwerte 








Urinmenge 





Gesamt-N 
in g 


1,4629 
1,6500 
1,8963 


1,6776 


1,6717 


1,6853 
1,6948 
1,4949 
1,5056 


1,5952 


1,6720 
1,3899 
1,4907 
1,4923 


1,5112 


1,7536 
1,7774 
1,6812 
1,5356 


1,6870 


1,5170 
1,5970 
1,5918 
1,3777 


1,5209 





Harnsiiure-N 
in g 


0,0203 
0,0231 
0,02638 
0,0217 


0,0229 


0,0214 
0,0198 
0,0190 
0,0222 


0,0206 


0,0213 
0,0180 
0,0205 
0,0140 


0,0185 


0,0182 
0,0187 
0,0189 
0,0174 


0,0183 


0,0182 
0,0187 
0,0206 
0,0191 


0,0192 





in g 


= 


Kreatinin-N 


0,0274 
0,0293 
0,0320 
0,0265 
0,0288 


0,0269 
0,0240 
0,0279 
0,0253 


0,0260 


0,0260 
0,0260 
0,0285 
0,023 


0,0261 
0,0261 
0,0269 
0,0281 
0,0238 


0.0262 





- x10 
N xX 100 


yesamt- 


| 
1} 
| 


— 
we illic 
o 





-xX 100 


yesamt-N 





_ Kreat.-N 
ll 


— — a 
oOo 1 @ 
“aI -1 CF 


1,58 
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ao 
2 a Korper- 
3+ | Ernihrung | gewicht 
2 wi ; 
oo in g 
> 
1 a - 6600 
= Su 
» _— 
2 Sey 6640 
3 ross E 6620 
Qa = 
4 Sue 6610 
5 aS. 6660 
2 © 
6 0 + +. 6720 
7 oi 6640 
Vorperiode: Mittelwerte 
8 = 6600 
9 2 8 6580 
os 
10 = B® = 6560 
11 >s = 6540 
ce og 
12 ae 6520 
+ 23 
13 spa 6600 
op @2 
14 2 6680 
15 A -6580 
Hauptperiode: Mittelwerte 
16 oi 6420 
. Le 
17 Sos 6460 
is] 
18 we S 6500 
S <= R 
19 2 wo 6560 
20 a2 6640 
= 2 © 
21 e+e 6600 
22 mS 6580 
Nachperiode: Mittelwerte 





Urin- 


menge 


in g 





Gesamt-N 


in g 


2.5407 
2,3100 
2,1784 
2.1280 
2.3833 
2.2186 
2,1833 


2,3301 
2,4409 
2,5099 
2,2994 
2,3255 
2.5075 
2,5075 


2,4780 


24249 


2,2385 
2,5166 
2,3901 
2,3814 
2.6401 
2,2135 


2,3546 


2.3914 











Ammo- Harn- 
niak-N siiure-N 
in g in g 
0,1275 0,0316 
0,1267 0,0317 
0,1280 0,0297 
0,1295 0,0267 
0,1435 0,0302 
0,1210 0,0246 
0,1308 0,0234 
0,1296 0,0285 
0,1990 0,0283 
0,1857 0,0271 
0,1817 0,0296 
0,1660 0,0335 
0,1730 0,03 41 
0,1500 0,0315 
0,1597 0,0355 
0,1290 0,0289 
0,1680 0,0311 
0,1115 0,0284 
0,1226 0,0304 
0,1300 0,0274 
0,1295 0,0277 
0,1218 0,0315 
0,1471 0,0296 
0,1640 0,0295 
0,1324 0,0292 

















Versuch IV. H. 


— ee, 


Kreatinin-N 


— 
co) 


0,0: 


0,0: 
0,0: 
0,0: 
0,0: 
0,0: 
0,0: 


0,0: 


0,0: 
0,0 
0,0; 
0),0- 
0,0: 
0,05 
0,05 


0,0: 
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ry Berger 3, 8 Monate. 





oar | a = © 

Zi a o © a S o = 
rm- a o9 z oO 2 a g2 of x = : ” 
exes | = | 25] 22] 42 | z an 

2 2 ~Pslo sg wiz itlila | siz 
a i g |°2) ¢€ ja iP |g 
516 0,0353 5,65 83,3 49,5 0,2875 5,0 1,25 1,39 
317 0,0378 5,5 79,5 60,5 0,3069 5,5 1,35 1,638 
199 0.0356 5,6 75,1 55,0 0,27380 5,85 1,40 1,64 
- 0,0350 5,7 70,7 53,6 0,2671 6,0 1,20 1,65 
- 0,0393 5,6 99,5 59,1 0,3510 6,0 1,30 1,66 
48 0,0366 5,2 95,5 49,9 0,3270 5,4 1,10 1,65 
ne 0,0357 4,9 98,0 63,5 0,3062 6,0 1,05 1,64 
83 | 0,0365 ne 85,9 55,9 0,3027 5,7 1,24 1,61 
-" 0,0405 5,3 102,4 49,1 0,3258 8,5 1,20 1,74 
- 0,0393 4,9 93,5 55,6 0,30038 7,6 1,10 1,62 
- 0,0375 5,2 96,0 59,5 0,2962 7,2 1,20 1,50 
a 0,0395 5,1 114,0 47,5 0,3210 7,2 1,45 1,72 
“i | 0,0358 5,3 96,0 48,6 0,3362 7,4 1,45 1,54 
m | 0,0385 5,2 93,5 56,5 0,3051 6,0 1,25 1,54 
55 |e (00417 5,1 101,7 65,5 0,3424 6,4 1,40 1,66 
- IB 0.0384 5,85 | 100,2 70,8 0,3221 5,2 1,15 1,54 
- | 0,0389 - 99,8 56,6 0.3186 | 69 128 | 1,61 
“ | 0,0368 5,4 79,1 56,5 0,2927 5,0 1,25 1,64 
* 0,0395 5,4 82,6 57,1 0,2811 4,85 1,20 1,57 
“4 Ip (00375 5,3 92,2 41,7 0,3308 5,4 1,15 1,57 
¥ | 0,0411 5,4 86,4 43,2 0,3154 5,4 1,20 1,72 
5 B 0.0353 5,25 82,0 48,7 0,2957 4,6 1,20 1,34 
. 0,0362 5,1 82,5 39,8 0,2643 6,6 1,33 1,64 
" 0,0375 5,1 79.5 49,8 0,2661 6,9 1,20 1,60 

0,2922 



























































302 P. Gyorgy und S. J. Thannhauser, 
Versuch V. E. Poth J, 6 Monate. 
S 
~ i) 
50 } Z. y = 
25 2 | |4 s |% S| x 
> > elo wls wis wis we] ™ 
v= Ernihrung Sh siaai@ q 2 » =a x |4\z, 
ay, D-= | gem om one a ae 
be a, = 2 be Y Zieiz 
KE 5 = 5S a A ~ S/> 
“ 2 [7 _ 7" $|.5 
o1= 
1 .328 5760 | 455 | 2,1595|0,0297] 0,0385] 1,4 | 1,78 
£223 
2 28 eS 5730 | 370 | 1,8340] 0,0265]0,0399] 1,4 | 2,13 
Noel 8 x 
3] £84 EY | 5750 | 465 | 11,9271] 0,0257] 0,0393} 1,3 | 2,04 
° —_ 
$m nO S 
4 | Sb Le | 5730 | 560 | 1,8578] 00212} 00360] 1,1 | 1,94 
O0 a i) 
5 | 1 Fe & | 5750 | 505 | 1,919} 0,0205 | 00384] 1,0 | 2,01 
= —) 
6] £82+2 | 5850] 535 | 1,9397] 0,0203]0,0362] 1,0 | 1,87 
ss-— oy 
7 2 MSF | 5730 | 510 | 1,7493] 0,0200] 0,0345] 1,1 | 1,97 
SsES8 
s| SA88C8 | 5760] 530 | 1,9362{0,0213]0,0357] 1,1 | 1,84 
Peo & 
9] 5-25 | 5760] 495 | 19502] 0,0196] 0,0390] 1,0 | 2,00 
@ +5 x 
10 2% 28 | 5740 | 585 | 2,0272]0,0185] 0,0375] 0,9 | 1,85 
O+ 2 = Se. 
il toe Ey, S | 5750 | 525 | 1,8774] 0,0188} 0,0359] 1,0 | 1,91 
i2 | @ 232 | 5750] 500 | 1,8060]0,0208/0,0317] 1,1 | 1,76 
5 EE + ; _ ; 
is | = Ms 5740 | 510 | 1,7350]0,0196| 0,0310] 1,1 | 1,78 
ix Om 2 oD 
14 “422 5700 | 495 | 1,9236]0,0215]0,0335] 1,1 | 1,75 
Vorperiode: Mittelwerte | 503 | 1,9025] 0,0217 | 0,0362] 1,11] 1,90 
15 | Desgl. + tiiglich | 5660 | 545 | 2,1512] 0,0224 | 0,0396] 1,0 | 1,85 
ig | 58 Histidin- | 5549 | 440 |1,8111|0,0203| 0,0365 | 1,1 | 2,01 
chlorhydrat 
17] neutralisiert | 5660 | 315 | 1,7905] 0,0240] 0,0374 | 1,3 | 2,09 
Hauptperiode: Mittelwerte | 425 | 1,9176 | 0,0222]0,0378 | 1,13) 1,95 


1) Versuch muBte am 18. Versuchstag wegen wiederholten Er- 
brechens unterbrochen werden. 
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304 Gyorgy und Thannhauser, Haben Histidin und Arginin usw. 
Versuch VII. G. Kirchner J, 5 Monate. 
oF =e 
th ; . Z Z x & 
go eI? | 2 2 z x | x 
. we | 5 wo] © wo wlawlliw ; 
o> Ernihrung Eo aa] & 3 E, 17 < A 
bo i] - = co 9 n = S |! ie 
™m i D om er 7 on! — nen Som Dic wic 
5 10 P. ‘5 p = Pa Elz | z\z 
<2 Sl Koo 
1} oso, to 7” og 4110 | 345 | 1,4249 | 0,0185 | 0,0231 | 1,33 | 1,66 
21 2ss 2 ee 4130 | 425 | 1,8296 | 0,0248 | 0,0296 | 1,38 | 1,66 
g|eeetes, | 4140 | 390 | 1,6407 | 0,0241 | 0,0284 | 1,50 | 1,73 
“5 Ss 
4] 25 we S52, | 4090 | 375 | 1,6984 | 0,0245 | 0,0289 | 1,44 | 1,70 
5) ORR ESS E = | 4050 | 340 | 1,6874 | 0,0231 | 0,0246 | 1,36 | 1,45 
6] Motion yo | 4100 | 265 | 1,2206 | 0,0155 | 0,0172 | 1,30 | 1,41 
ose. 8 6 “ear ; 
7 | °c em 2 me 4060 | 430 | 1,8241 | 0,0216 | 0,0288 | 1,18 | 1,60 
8 |S oho 5 a 4050 | 435 | 1,6930 | 0,0202 | 0,0270 | 1,18 | 1,60 
9 | meee ers 4090 | 400 | 1,6464 | 0,0196 | 0,0263 | 1,20 | 1,60 
0 }ae~ ta + 4050 | 400 | 1,8116 | 0,0207 | 0,0294 | 1,15 | 1,63 
a Mittel 380 | 1,6477 | 0,0213 | 0,0261 | 1,30 | 1,60 
periode suchstag itte werte 380 Aiba | Vale ) 261 9 ) 
ae setich | 1280 | 480 | 2.0160 | 0.0222 | 0,0297 | 1,10 | 1,47 
2 | Oe 4 4020 | 510 | 2.2068 | 0,025 | 0,0344 | 1,07 | 1,56 
13 se 8 eee 4000 | 410 | 1,8167 | 0,0206 | 0,028) | 1,13 | 1,54 
14 | 2stidinchlorhydrat) 4o19 | 475 | 2,1014 | 0,0288 | 0,0319 | 1,13 | 1,52 
15 lies 4020 | 550 | 2,1060 | 0,0216 | 0,0344 | 1,03 | 1,63 
poe —i"" 485 | 2,0493 | 0,0229 | 0,0317 | 1,09 | 1,54 
periode | per os ittelwerte o | 2,049. O22 ! 051% / t 
4 oe solicn | 296° | 430 | 2.0528 | 0.0281 | 0,0810 | 1,13 | 1,51 
17 48 + tag " 4020 | 400 | 1,8228 | 0,0267 | 0,0281 | 1,48 | 1,54 
is |. eas es 3990 | 560 | 2,3677 | 0,0819 | 0,0350 | 1,34 | 1,46 
oh ese ne orhydrat? 4920 | 450 | 1,9530 | 0,0222 | 0,0318 | 1,14 | 1,63 
20 enemren 3920 | 460 | 2,0801 | 0,0247 | 0,0346 | 1,19 | 1,66 
II. Haupt- / Histidin . att - , " Se 
. ( Mittelwerte | 460 | 2.0553 | 0,0257 | 6.0321 | 1,24 | 1,06 
periode \subcutan 
21 Grundnahrung 3900 375 | 1,6905 | 0,0219 | 0,0292 | 1,29 i,78 
22 ohne Zusatz 3830 | 475 | 2,0283 | 0,0290 | 0,0402 | 1,43 | 1,98 
Nachperiode:  Mittelwerte | 425 | 1,8594 | 0,0255 | 0,0347 | 1,36 | 1,5 
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Uber einige Verdauungsfermente im Kropfsafte 
einheimischer Pulmonaten. 


(Vorlaufige Mitteilung,) 


Von 


Erich Graetz. 


(Aus dem zoologischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 7. Dezember 1928.) 


Kiner der bemerkenswertesten Funde aus der Verdauungs- 
physiologie der Wirbellosen war die Beobachtung W. Bieder- 
manns (1898), daB bei pflanzenfressenden Schnecken (die 
Untersuchungen wurden ausgefiihrt an der Weinbergschnecke, 
Helix pomatia) Eiwei8 nur intrazellulir verdaut wird. Diese 
Angabe wird bis in die allerneueste Zeit hinein ungepriift immer 
wieder angefiihrt, obgleich z. B. B. I. Krijgsman}) jetzt aus- 
driicklich feststellen muBte, dab eine Phagocytose bei den Zellen 
der Mitteldarmdriise von Helix pom. nicht stattfindet. Unter 
diesen Umstinden wiirden also nur von vornherein geliste Eiweib- 
stoffe fiir den Stoffwechsel des Tieres in Betracht kommen. Nun 
gibt es jedoch unter den nachsten Verwandten von Helix pom. 
Formen, die stark eiweiBreiche Nahrung zu sich nehmen, und 
unter Umstinden selbst Artgenossen verzehren. Es lag hier 
also die Méglichkeit vor, Ubergiinge zwischen intra- und extra- 
zellularer Verdauung aufzufinden. 

Um diese Frage aufzukliren, untersuchte ich, unter An- 
wendung moderner Fermentmethoden, das Verhalten des Kropf- 
saftes von Helix pomatia, Limax maximus, Limax flavus, 





) Zs. f. vgl. Physiol. Bd. 8, S. 197 (1928). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXX. 20 
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Agriolimax agrestis und Arion empericorum. Ich muBte 
jedoch feststellen, daB im Magen simtlicher Schneckenarten 
ein und dieselben Fermente vorkommen. Selbst hinsichtlich 
der Enzymstirke war kein Unterschied zwischen dem Magen- 
safte der Pflanzenfresser und der Allesfresser festzustellen. 

Kine Wirkung des Verdauungssaftes auf Pepton Witte 
wurde bei simtlichen Tieren nachgewiesen (Willstattersche 
Alkoholtitration). Die starkste Wirkung war, bei Anwendung 
von Glykokollpuffern, bei einem p,, von 7,6. (Da die Fermente 
nicht im gereinigten Zustande vorlagen, diirfte das Optimum 
der Spaltwirkung als eine Resultante einer Proteolyse und eines 
Erepsins anzusehen sein.) Gespalten wurde (in Ubereinstimmung 
mit dem Magensaft des FluBkrebses) in einem Bereiche von 
Pp, 2—11,5. Kasein und Fibrin wurden von Helix pom. eben- 
falls, allerdings schwacher als Pepton, bei einem p,, von 7—%s 
gut gespalten. 

AuBerdem wurde das Vorhandensein eines Erepsins nach- 
gewiesen, dessen Optimum um p,, 7,3 herum liegt (Glykokoll- 
pufferung). Bei p,, 5,9 war eine Alanylglycinspaltung jedoch 
schon nicht mehr feststellbar. Da ein p,, gréBer als 6 wohl 
kaum im Kropfsafte der lebenden Tiere vorkommt, liegt die 
Vermutung nahe, daB Dipeptide trotz des Fehlens einer Phago- 
cytose vielleicht nur intrazellulir, nachdem sie resorbiert worden 
sind, verdaut werden kénnen. 

Die Wirkung des Verdauungssaftes von Helix pom. unter- 
schied sich qualitativ nicht von einem Safte, der durch Zerreiben 
der Mitteldarmdriise gewonnep worden war. Ein Volumteil 
zerriebener, frischer Verdauungsdriise spaltet jedoch Pepton 
und Fibrin etwa doppelt, Dipeptid etwa finffach so stark als 
ein Volumteil Magensaft. 

Die nachfolgenden Versuchsergebnisse fiihre ich an zum 
Beweise, daB die Fermentstirke des Kropfsaftes von reinen 
Ptlanzenfressern und Omnivoren — abgesehen von individuellen 
Schwankungen oder physiologischen Zustanden — sich nicht 
voneinander unterscheidet. Versuchsbedingungen: 2ccm 6°/, iges 
Pepton, 5 ccm Glykokollpuffer, Kinwirkungszeit = 20 Stunden, 
T = 37°, p,, des Gemisches 7-8. Titriert nach Zusatz von 
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70 ccm Alkohol mittels 3/,, n-alkohol. KOH. Pro Versuch je 
0,6 ccm Magensaft. 


Art und Konzentration Mehrverbrauch in cem '/,,n-KOH 
des angewandten Saftes gegeniiber der Kontrollésung 
Limax agr. (omnivor) unverdiinnt . . 8,35 
Limax agr., 5fach verdiinnt ... . 1,50 
Limax flav. (Pilzfresser) 5fach . . . 1,52 
Helix pom. (Pflanzenfresser) 5fach . . 0,91 
. “ - 4fach . . 1,31 
Arion emp. 5fach. . . .... . 0,96 


Ferner wurde die Wirkung des Magensaftes auf Fette 
genauer nachgepriift (titrimetrisch oder mittels Stalagmometer). 
Niedere Neutralfette wurden viel starker gespalten als héhere, 
niedere Ester dagegen etwas schlechter als niedere Neutralfette. 
Chinin, und noch starker NaF, wirkten auf eine Tributyrin- 
spaltung hemmend. Das Optimum der Fettspaltung lieB sich 
durch Anwendung verschiedener Puffersubstanzen vom sauren 
bis zum alkalischen Gebiete verschieben; bei Anwendung von 
Acetatpuffern lag es bei p,, 5,7, bei Anwendung von Glykokoll- 
puffern um p,, 9 herum. Die Lipase blieb in ihrem natiirlichen 
Milieu, d. h., in wiBriger Lésung, im Gegensatz zu der der 
Wirbeltiere, wochenlang unverindert wirksam. 

Von Kohlehydraten wurden Saccharose, Maltose, Raffinose 
und Arbutin gespalten (Nachweis meist polarimetrisch). Geléste 
Amylose wurde kraftig abgebaut, ungeléste Starkekérner da- 
gegen kaum angegriffen. 
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Zur Darstellung des Protoporphyrins. 


Von 


A. Hamsik. 


(Aus dem mediz.-chem. Institute der Universitat in Brinn.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13, Dezember 1928.) 


Zur praparativen Darstellung des Protoporphyrins sind 
mehrere Methoden’) angegeben worden. Bei allen Methoden, 
nach denen oder nach deren von mir unternommenen Modi- 
fikationen ich gearbeitet habe, hing die Ausbeute von der 
Qualitit des verwendeten Chlorhimins bzw. Oxyhamins ab. 
Die beste Ausbeute gaben die w-Priparate; bei den #-Pri- 
paraten war die Ausbeute etwas und bei den w-Praparaten 
war dieselbe stirker vermindert, wihrend die Menge des 
Nebenproduktes wuchs. 

Dieses Nebenprodukt — das ich friher (a. a. O.) als griin- 
braunrotes Porphyrin provisorisch bezeichnet habe, obwohl es 
wahrscheinlich kaum einheitlich ist — muB von dem Proto- 
porphyrin getrennt werden, was iiber das Natriumsalz und 
durch das Krystallisieren aus Pyridin—Wasser nach H. Fischer 
und B. Pitzer (a. a. O) méglich ist. Das Protoporphyrin wird 
in Ubereinstimmung mit dem «-Oxyhimin durch konzentrierte 
Natronlauge (aber auch Kalilauge) als Salz ausgefallt, wahrend 
das griinbraunrote Porphyrin analog dem Pseudooxyhamin 
gréBtenteils in der Loésung bleibt. 

Dem griinbraunroten Porphyrin stehen nahe die durch Ein- 
wirkung von wiBriger Salzsiiure (vgl. weiter B 6, 7 und C) und 





'!) A. Papendieck und K. Bonath, Diese Zs. Bd. 133, S. 175 
(1924) u. Bd. 148, S. 99 (1925). — H. Fischer u. B. Piitzer, Diese 
7s. Bd. 154, S. 39 (1926). — A.Hamsik, Diese Zs. Bd: 156, S. 218 
(1926)u. Bd. 158, S. 15 (1926). —O. Schumm, Diese Zs. Bd. 177, S. 15(1928). 
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durch Einwirkung konzentrierter Schwefelsiure') entstehenden 
Porphyrine, die vielleicht das verinderte Hamatoporphyrin 
Nencki enthalten. 

Von den Methoden, mit welchen ich gearbeitet habe, war 
diejenige mit Ameisenséure und Kisenpulver die schnellste und 
ausgiebigste; bei derjenigen mit Zinnchloriir, Aceton und Salz- 
siure widerstand ein kleiner Teil des Ausgangsmaterials der 
Enteisenung, wihrend bei den anderen Verfahren, wenn nicht 
zu viel Lésungsmittel verbraucht werden sollte, dieser Anteil 
groBer war. 


A. Darstellung des Ausgangsmaterials. 


1, Darstellung des Oxyhamins. 


Das @-Oxyhamin wurde auf die a. a.Q.”) beschriebene 
Weise aus Ochsenblut dargestellt. Zur Extraktion diente haupt- 
sichlich alkoholische Oxalsiure, der Auszug wurde durch Ver- 
diinnen mit Wasser und Versetzen mit Natriumacetat ausgefillt. 
Das Priiparat bestand nach der Himinprobe und nach der 
Salzprobe aus e-Oxyhimin. Fiir die letztere Probe erwies sich 
eine durch Vermischen von 100 ccm Methylalkohol mit 10 ccm 
konz. Natron- oder Kalilauge bereitete Losung besser geeignet 
als die weniger Kalilauge enthaltende methylalkoholische Lésung. 
Das Praparat war gut léslich in Methylalkohol, der ein wenig 
Kalilauge enthielt; aus dieser Lésung konnte der Farbstoff 
durch konz. Kali- oder Natronlauge fast vollstandig ausgefallt 
werden, Auch eine Lésung von diesem Oxyhiamin in verdiinnter 
waBriger Lauge wurde durch konz. Lauge ausgefallt. Das gleiche 
gilt fiir das e-Chlorhimin. Die Pseudopriparate konnten aber nur 
teilweise ausgefallt werden; dieser Unterschied wird vielleicht 
zur Trennung beniitzt werden kénnen. 

Das a-Oxyhimin war in der Ameisensiure (etwa 95°/, 
von Kahlbaum in Berlin) in der Kilte nur langsam, bei Er- 
warmen aber gut léslich. Wenn diese Lésung mit Wasser oder 
mit verdiinnter Natriumformiat- oder Acetatlésung versetzt und 
eine Weile gekocht wurde, fiel der Farbstoff nach dem Er. 


1) Diese Zs. Bd. 84, S, 60 (1913). 
*) A. Hamsik, Diese Zs. Bd. 176, S. 184, IV, 5 (1928). 
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kalten krystallinisch aus. Aus einer ameisensaurehaltigen 
Aceton- oder Alkohollésung fiel der Farbstoff nach Verdiinnen 
mit Wasser oder mit einer verdiinnten Natriumformiat- oder 
Acetatlésung krystallisiert in Form von kleinen rhomboedrischen 
Tafelchen aus. Dieses Verfahren wird zum Umkrystallisieren des 
Oxyhimins kaum dienen kénnen, weil die e-Form dadurch 
alteriert wird, wie die Haiminprobe und die Salzprobe beweisen. 

Zur Extraktion des Blutkuchens wurde in einem Falle 


ameisensiurehaltiger Aceton und Alkohol verwendet. 

1/, Liter Ochsenblut wurde mit Aceton koaguliert, das abgepreBte 
und zerriebene Koagulum wurde mit 800 cem Aceton und 40 ccm 
Ameisensiiure 8 Stunden extrahiert. a) Der Auszug wurde mit etwas 
mehr als dem gleichen Volum Wasser verdiinnt, der feinkérnige Nieder- 
schlag wurde wie iiblich weiter behandelt. Ausbeute etwa 1,5 g a-Oxy- 
hiimin. b) Der PreBkuchen enthielt noch Farbstoff, der mit 400 cem 
Alkohol und 20 cem Ameisensiiure 1 Stunde extrahiert wurde. Dieser 
Auszug wurde auch mit etwas mehr als dem gleichen Volum Wasser 
verdiinnt. Der Niederschlag setzte sich schlecht ab, bestand aber aus 
kleinen rhombischen und rhomboedrischen Tifelechen, die durch ge- 
wohbnliches Filtrierpapier gré8tenteils nicht zuriickgehalten wurden. 

Als #-Oxyhimin wurde das a. a. O.) beschriebene Pri- 
parat verwendet. 

Als Pseudooxyhamin wurde ein Priaparat beniitzt, das aus 
dem #-Oxyhimin durch Lésen in verdiinnter waBriger Natronlauge, 
Ansiiuern der Lésung mit verdiinnter Essigsiure, Abfiltrieren, 


Auswaschen und Trocknen des Niederschlages dargestellt wurde. 


2. Darstellung des Chlorhimins. 


Die Extraktion geschah mit Aceton und Oxalsiure, auf 
die a. a. 0.) mitgeteilte Weise; aus dem Auszug wurde das 
Chlorhimin mit Salzsiure*) ausgefallt. 


B. Darstellung des Protoporphyrins. 
1. Mit Ameisensiure und Eisenpulver. 


Diese von H. Fischer und B. Pitzer (a. a. O.) fir das 
Chlorhimin als Ausgangsmaterial angegebene Methode muBte 





') Diese Zs. Bd. 178, S. 71 (1928). 
2) Diese Zs. Bd. 178, S. 73, d/I (1928). 
8) Diese Zs. Bd. 176, S. 180, B/1. b (1928). 
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fiir das Oxyhaimin modifiziert werden. Das Oxyhiimin ist in 
der Ameisensiure bei Erwirmen nur unter Verinderung loslich; 
die Protoporphyrinbildung ist hier sehr bald beendet, so dab 
die Reaktion weiter anders schreitet, was an der wieder braun 
werdenden Farbe kenntlich ist; bei liingerem Kochen wird 
zuletzt ein anderes Produkt erhalten. Es ist notwendig, die 
Reaktion rechtzeitig zu unterbrechen. Da dieselbe zu schnell 
verlauft, habe ich sie verlangsamt, indem ich das Eisen vor 
dem Oxyhimin in die Ameisensiure gab und eventuell die 
Reaktion zuerst einige Zeit in der Kalte verlaufen lieB.’) 


1. 1g a«-Oxyhimin wurde mit 50 ccm Ameisensiure und 1 g Eisen- 
pulver nach der von H. Fischer u. B. Piitzer (a. a. O.) fiir das Chlor- 
himin als Ausgangsmaterial angegebenen Vorschrift gekocht. Es wurde 
zuletzt anstatt Protoporphyrin ein Produkt erhalten, dessen Lésung in 
der Ameisensiiure eine griinstichig braunrote Farbe und ein weniger 
empfindliches, etwas verdunkeltes Spektrum hatte. 

2. 1 g a-Oxyhiimin wurde zu 1 g Eisenpuler 100 ccm Ameisensiure 
gegeben, alsdann wurde das Gemisch gekocht. Schon 5 Minuten nach 
Beginn des Siedens wurde das Reaktionsgemisch abgekihlt und das 
violette Filtrat wurde mit Wasser stark verdiinnt und mit Natriumacetat 
versetzt; der abfiltrierte, ausgewaschene und getrocknete Niederschlag 
wurde aus Pyridin-Wasser nach H. Fischer und B. Piitzer krystalli- 
siert. Ausbeute etwa 40°/, des Ausgangsmaterials. 

3. Derselbe Versuch wie sub 2, aber das Kochen begann ohne Fe 
und wurde mit Fe verlingert, bis die violette Farbe wieder in eine 
braunrote iiberging. Es wurde zuletzt das bei 1 beschriebene Produkt 
erhalten. 

4. 1g a-Oxyhimin wurde in 150 cem Ameisensiure eingegeben, 
dazu wurden binnen einer Stunde 1,5 g Eisenpulver zugefiigt. Das Reak- 
tionsgemisch wurde erst dann kurz erwirmt, abgekiihlt und weiter wie 
sub 2 behandelt. Ausbeute wie in 2. 

5. Derselbe Versuch wie bei 4, aber mit einem Pseudooxyhimin. 
Als hier das Rohprodukt in verdiinntem Ammoniak geliést und die 
Lésung mit Natronlauge versetzt wurde, fiel nur wenig Protoporphyrin 
als Natriumsalz aus, wihrend die Mutterlauge stark gefirbt blieb. Aus 
dieser Mutterlauge wurde durch Ansiuern mit Essigsiure, Abfiltrieren 
des Niederschlages, Auswaschen und Trocknen ein Produkt erhalten, 





1) Nachtrag bei der Korrektur: Es ist nétig, die a-Modifikation 
des Oxyhiimins zu enteisenen, bevor dieselbe durch die Ameisensiiure 
allein in eine Pseudomodifikation, die nicht mehr Protoporphyrin gibt, 
iiberfiihrt wird. 
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dessen Lésung in der Ameisensiiure oder in mit verdiinnter Salzsiure 
angesiuertem Aceton eine griinstichig braunrote Farbe und ein dem 
Himatoporphyrin Nencki ahnliches, aber weniger empfindliches Spektrum 
hatte. Die Ausbeute an Protoporphyrin war hier klein. 


2. Mit Eisessig und Hydrazinhydrat. 


Diese von Papendieck und Bonath (a.a.0.) angegebene 
Methode ist priparativ unbequem. Ich habe deshalb nach einer 
weiter beschriebenen vereinfachten Modifikation gearbeitet. So- 
wohl das Oxyhimin als auch das Acetonchlorhimin wurden 
von Hisessig—Hydrazinhydrat wenig gelést, waihrend das Oxy- 
haminkalium, das Himochromogen und die alkalische Lésung 
von Chlorhimin oder Oxyhimin mehr gelést wurden. 

1. 0,1 g a-Oxyhimin wurde in 100 cem Kisessig eingetragen. Als- 
dann wurde in Zeitabstinden etwa 1 ccm Hydrazinhydrat (von deHaén, 
Seelze bei Hamburg, etwa 50°/,) tropfenweise zugegeben. Allmihlich 
(binnen 2 Tagen) wurde eine violette Lésung mit Protoporphyrin- 
spektrum erhalten, aber nur ein Teil des Oxyhimins ging in Lésung. 

2. Derselbe Versuch, aber mit einem @-Acetonchlorhimin, verlief 


ibnlich. 
3. 1g a-Oxyhimin wurde mit 15 eem Hydrazinhydrat behandelt 


und nach einigen Minuten wurden 1500 ccm Eisessig auf einmal zu- 
gesetzt. Das Reaktionsgemisch wurde nun unter zeitweiser Zugabe von 
wenig Hydrazinhydrat 3 Tage stehen gelassen. Nach dieser Zeit wurde 
das Filtrat mit Wasser stark verdiinnt und mit Natriumacetat versetzt. 
Der Niederschlag wurde wie sub 1, 2 weiter behandelt. Die Aus- 
beute an krystallisiertem Protoporphyrin betrug etwa 30°/, des Aus- 


gangsmaterials. 
4. Derselbe Versuch, aber mit einem Pseudooxyhimin. Es wurde 


ein wenig Protoporphyrin, dafiir mehr Nebenprodukt erhalten. 


3. Mit Ameisensaiure und Hydrazinhydrat. 


Die Ameisensiiure hat vor dem EHisessig den Vorteil, daB 
sie das Protoporphyrin viel besser lést und infolgedessen ihr 
Verbrauch bedeutend kleiner sein kann. 

Wenn ich ein wenig «-Oxyhimin oder «-Chlorhamin in 
einem Reagensglas mit Ameisensiure und 1 bis 2 Tropfen 
Hydrazinhydrat kochte, erhielt ich bald eine violette Loésung 
mit Protoporphyrinspektrum. Dies galt aber nur fir ver- 
diinnte Gemische. Denn wenn eine konzentriertere Lésung 
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auf dieselbe Weise behandelt wurde, konnte violette Liésung 
nicht erzielt werden. Diese wurde jedoch erhalten, wenn das 
Reaktionsgemisch langere Zeit in der Kilte unter zeitweiser 
Zugabe von Hydrazinhydrat belassen wurde. Aber ein Teil 
des Oxyhimins blieb ungelést, wahrend das Chlorhimin einen 
noch gréBeren unléslichen Riickstand hinterlieB. Nur wenn das 
Ausgangsmaterial zuerst mit Hydrazinhydrat behandelt wurde, 
konnte mehr Protoporphyrin erhalten werden. 


1. 1 g a-Oxyhimin wurde in 250 ccm Ameisensiure eingegeben und 
dann wurden 15 ccm Hydrazinhydrat unter Zeitabstinden in kleinen 
Mengen zugegeben. Nach 3 Tagen wurde die von dem _ unldslichen 
Riickstand abfiltrierte Lésung weiter wie sub 1,2 behandelt. Ausbeute 
an dem aus Pyridin-Wasser krystallisierten Protoporphyrin etwa 20°/, 
des Ausgangsmaterials. Ein Versuch mit o-Acetonchlorhimin verlief 
ahnlich, wahrend das Acetchlorhimin sehr wenig léslich war. 


2. Derselbe Versuch, aber das Hydrazinhydrat wurde auf einmal 
zugegeben und das Reaktionsgemisch wurde gekocht. Hier konnte die 
violette Farbe nicht erzielt werden, sondern die Lésung war braunrot. 
Dasselbe war mit dem Chlorhimin, nur da8 dieses sehr wenig in 
Losung ging. 

3. Derselbe Versuch wie sub 1, aber das Ausgangsmaterial wurde 
zuerst mit 15 cem Hydrazinhydrat behandelt und dann nach einigen 
Minuten wurden 250 ccm Ameisensiure eingegeben. Das abgekiihlte 
Reaktionsgemisch blieb 3 Tage unter zeitweiser Zugabe von wenig 
Hydrazinhydrat stehen. Ausbeute etwa 30°/, des Ausgangsmaterials. 


4, Mit Alkohol, Hydrazinhydrat und Salzsiaure. 


1. 1g a-Oxyhimin wurde in 250 cem Athylalkohol suspendiert, 
dann wurden 10 ccm Hydrazinhydrat zugegeben und nach einigen 
Minuten wurde diese Fliissigkeit in eine Mischung von 50 cem konz. 
Salzsiure mit 50 cem Alkohol eingefiihrt. Das abgekiihlte Reaktions- 
gemisch wurde unter zeitweiser Zugabe von wenig Hydrazinhydrat be- 
lassen, bis die Farbe der Lésung violett war; dann wurde dieselbe 
ohne Filtrieren mit Natronlauge iiberalkalisiert und auf dem Wasser- 
bade erwirmt. Das abfiltrierte Natriumsalz wurde in der kalten 
Ameisensiure gelést und filtriert; auf dem Filter blieb ein Riickstand, 
der aus Hiamatin bestand und der Enteisenung entgangen war. Das 
Filtrat wurde weiter wie sub 1, 2 behandelt, aber das Rohprodukt wurde 
zuerst mit Chloroform extrahiert und erst dann aus Pyridin—Wasser kry- 
stallisiert. Ausbeute etwa 25°/,. 


2. Defibriniertes Ochsenblut wurde mit Methylalkohol koaguliert, 
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das zerriebene Koagulum wurde mit methylalkoholischer Kalilauge ') extra- 
hiert und der mit Hydrazinhydrat versetzte Auszug wurde in methy]l- 
alkoholische Salzsiure eingefiihrt. Die weitere Verarbeitung war wie 
sub 1. Die Ausbeute war gering, da die anderen Blutbestandteile viel 
Reduktionsmittel und Siure verbraucht haben und weil die notwendige 
Reinigung von den Begleitstoffen mit Verlusten verbunden war. 


5. Mit Aceton, Zinnchloriir und Salzsiure. 


1. Das urspriingliche, priparativ unbequeme Verfahren 
wurde spiater vereinfacht und nun noch weiter modifiziert, in- 
dem das abfiltrierte Natriumsalz nicht in verdiinntem Am- 
moniak gelést wurde, weil der gut auskrystallisierte Anteil 
des Salzes darin nicht léslich war, sondern das Natriumsalz 
wurde noch feucht in der Ameisensiure gelést und die fil- 
trierte Lésung weiter wie bei 1,2 behandelt. Ausbeute an 
dem an der Luft getrockneten Rohprodukt, das 0,53°/, Asche 
hatte, war etwa 70°/, des Ausgangsmaterials (des a-Oxyhimins). 
Das Rohprodukt wurde aus Pyridin—Wasser krystallisiert, wobei 
das Chloroform bei gewohnlichem Druck abdestilliert wurde. 
Ausbeute an diesem krystallisierten Protoporphyrin, das 0,20°/, 
Asche enthielt, war fast 40°/, des Ausgangsmaterials. 


Zur Analyse wurde das Priiparat zum zweitenmal umkrystallisiert 
und im Vakuum iiber H,SO, und KOH getrocknet. 


0,1164 g Substanz gaben 0,3098 g CO,, 0,0679 g H,O, 0,0001 g 
Asche, daraus 72,60°/, C, 6,52°/, H und 0,08°/, Asche, wihrend die 
Formel C,,H,,0,N, 72,56°/, C, 6,09°/, H erfordert. 

Das reine Priparat konnte auch aus der Lésung in 
Pyridin-Chloroform durch Fillen mit Ather krystallisiert, in 
guter Ausbeute erhalten werden. Diese Krystalle waren gréBer 
und von mehr roter Farbe als diejenige aus Pyridin—Wasser; 
auch makroskopisch war dieses Priparat heller als dasjenige. 
Das reine Praparat war in verdiinntem Ammoniak ziemlich 
gut léslich. Diese Lésung wurde nicht nur durch konzen- 
triertere Natronlauge, sondern auch durch Kalilauge aus- 
gefallt. Diese Salze, wenn sie gut krystallisiert waren, waren 
in Wasser fast unldslich. 


') Diese Zs. Bd. 178, S. 69 (1928). 
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2. Derselbe Versuch, aber mit einem §-Oxyhiiminpriiparat. Die 
iiber dem abgesetzten Natriumsalz befindliche Lésung war hier mehr 
gefirbt, weil mehr Nebenprodukt entstand. Infolgedessen war die Aus- 
beute des Protoporphyrins etwas kleiner. 

3. Derselbe Versuch, aber mit einem y-Priiparat. Die Mutterlauge 
iiber dem Natriumsalz war hier stark gefirbt und infolgedessen war 
die Ausbeute an Protoporphyrin stark vermindert, wihrend diejenige 
an dem Nebenprodukt stark vergréBert war. 

4. Derselbe Versuch wie in 1, aber mit einem a - Chlorhimin- 
priparat. Das Chlorhimin, da es von Aceton, Zinnchloriir und Salz- 
siure wenig gelést wird, wurde zuerst in Aceton und Pyridin gelést 
und die Lésung weiter wie sub1 behandelt. 

5. Versuch zur Darstellung des Protoporphyrins direkt aus dem 
Blut. 1 Liter defibriniertes Ochsenblut wurde mit Aceton koaguliert, 
der Blutkuchen wurde nach dem Abpressen und Pulverisieren bald — 
aus dem langere Zeit aufbewahrten Blutpulver wird der Farbstoff 
schwerer extrahiert — mit 2 Litern Aceton und 100 g Zinnchloriir extra- 
hiert. Nach 2 Stunden folgte das Kolieren, Auswaschen auf der Lein- 
wand mit Aceton und Abpressen. Der filtrierte Auszug wurde mit 
250 ccm konz. Salzsiure portionsweise unter Wasserkiihlung versetzt. Es 
war schwierig, die violette Farbe und reines Protoporphyrinspektrum 
zu erzielen, weil andere Blutbestandteile die Siure und das Reduktions- 
mittel verbrauchten, so da® noch mehr von den letzteren zugegeben 
werden muBte. SchlieBlich wurde die Lisung mit etwa fiinffachem 
Volum verdiinnter Natronlauge alkalisiert. Das abgesetzte Natriumsalz 
wurde nach dem AbgieBen der wenig gefirbten, schwach triiben Fliissig- 
keit abfiltriert und in der Ameisensiiure gelést. Es blieb aber ein ziem- 
lich groBer Riickstand von Himatin auf dem Filter. Die ameisensaure 
Lésung wurde weiter wie sub 1,2 behandelt, aber das Rohprodukt 
wurde zuerst mit Chloroform, das etwas Farbstoff und die Lipoidstoffe 
léste, ausgezogen und erst dann aus Pyridin—Wasser krystallisiert. Die 
Ausbeute war infolge mangelhafter Enteisenung und Verluste bei der 
Reinigung gering. 


6. Mit Zinnchlorir und wiBriger Salzsdure. 


Eine Lésung von Zinnchloriir in konz. Salzsiure, von 
welcher nur das Oxyhimin, nicht aber das Chlorhamin ge- 
lost wurde, ist zur Darstellung des Protoporphyrins nicht ge- 
eignet. 

1 g a-Oxyhimin wurde in 150 ecm konz. Salzséure und 30 g Zinn- 
chloriir eingegeben. Allmihlich erfolgte die L&sung, deren rosarote 


Farbe mit der Zeit abblaBte. Nach einigen Tagen zeigte eine mit 
Methylalkohol verdiinnte Probe, deren Farbe derjenigen einer ver- 
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diinnten Kaliumdichromatlésung ‘ihnlich war, nur einen Streifen (etwa 
505). Die Lésung wurde nach 3—8 Tagen mit Wasser verdiinnt, der 
orangefarbene Niederschlag wurde abfiltriert und mit verdiinnter Salz- 
siure und Wasser abgewaschen. Das Verdiinnen mit Wasser und das 
Auswaschen alterierte wahrscheinlich das Porphyrinogen. Der Nieder- 
schlag war in Aceton mit brauner Farbe léslich und diese Lésung 
zeigte ein vierbindiges Spektrum; nach Hinzufiigen von verdiinnter 
Salzsiure wurde die Lésung rasch rot und zeigte Porphyrinspektrum 
mit einem Schatten um 500. Die weitere Verarbeitung war verschieden. 
Der Niederschlag wurde entweder in Aceton und verdiinnter Salzsaure 
oder in verdiinnter Sodalésung gelést und die Lésung wurde durch die 
Luft oxydiert. Das Oxydationsprodukt aber konnte nur in geringer 
Menge in Ather und aus diesem in verdiinnte (1—5°/,ige) Salzsiure 
iiberfiihrt werden; diese Lésung war rot- bis blauviolett und zeigte ein 
etwa dem Himatoporphyrin Nencki entsprechendes Spektrum. Der 
weitaus gréBte Teil des Oxydationsproduktes war in Ather und in ver- 
diinnter Salzsiure unléslich, er léste sich nur in Alkalien, in der 
Ameisensiure, in konz. Salzsiure und in mit verdiinnter Salzsiure 
angesiuertem Aceton. Aus der letzteren Lésung fiel der Farbstoff 
nach Hinzufiigen von weiterer etwa 5°/,igen Salzsiure und nach Ab- 
destillieren des Acetons in kugeligen Aggregaten aus. Die griinbraun- 
rote saure Lésung dieses Produktes hatte auch ein dem Himatopor- 
phyrin Nencki ahnliches Spektrum. Dieses Porphyrin ist demjenigen 
aus Pseudooxyhémin dargestellten (1,5, 2,4, 5,3) thnlich; hierher ge- 
hért wahrscheinlich auch das beim Lésen des Chlorhimins in konz. 
Schwefelsiiure mit nachfolgendem Verdiinnen mit Wasser als Haupt- 
produkt erhaltene, in verdiinnter Saiure unlésliche Porphyrin. 


7. Mit Zinnchloriir, Eisessig und Salzsaure. 


Dieses Reagens, von welchem sowohl das Oxyhimin als 
auch das Chlorhimin gelést wurde, ist zur Darstellung des 
Protoporphyrins nicht geeignet. 


1 g «-Oxyhimin oder a-Chlorhimin wurde mit 30g Zinnchloriir 
in eine Lésung von 100 cem Eisessig mit 100 cem konz. Salzsiiure ein- 
gegeben. Die Lésung erfolgte allmihlich, die rosarote Farbe verblaBte 
etwas langsamer als ohne Eisessig. Die weitere Verarbeitung sowie 
die erhaltenen Produkte waren denjenigen sub6 beschriebenen gleich. 


C. Verdanderung des Protoporphyrins. 


1. Durch Siéuren. 
a) Aceton mit verdiinnter Salzsiaure. 


Das krystallisierte Protoporphyrin wurde in Aceton, der mit wenig 
verdiinnter Salzsiure versetzt worden war, gelést und die filtrierte 
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Lésung wurde nach Zugabe von weiterer etwa 5°/,iger Salzsiure destil- 
liert, bis das Aceton fast verjagt war. Der Farbstoff fiel zum Teil in 
kugeligen Aggregaten aus, aber dieser Teil war bereits alteriert, denn 
sein Natriumsalz war mehr lislich und seine saure Lisung (in der Ameisen- 
siiure oder in mit verdiinnter Salzsiiure angesiiuertem Aceton) war von 
griinbraunroter Farbe und hatte ein weniger empfindliches, dem Hiimato- 
porphyrin Nencki iihnliches Spektrum. 


b) Eisessig. 

Das trockne krystallisierte Protoporphyrin war in kaltem Eisessig 
wenig lislich. Bei Kochen wurde eine konzentrierte Lisung erzielt, die 
aber bei fortgesetztem Kochen einen braunroten Stich bekam; nach Ab- 
destillieren eines Teils des Lésungsmittels fiel der Farbstoff teilweise in 
kugeligen Formen aus, war aber schon (ihnlich wie bei a) alteriert. 


2. Durch Reduktionsmittel: 


a) Zinnchloriir und Salzsaure. 


Weun das Protoporphyrin mit Zinnchloriir und konz. Salzsiure in 
der Kilte behandelt wurde, konnte bald eine Anderung und spiiter das 
Abblassen der Farbe beobachtet werden. Die Porphyrinstreifen wurden 
schwicher und verschwanden spiiter ganz, wiihrend ein neuer Streifen 
auf etwa 510 erschien. 


b) Zinnchloriir, Aceton und konzentrierte Salzsiure. 


Die Verinderung war derjenigen sub a) analog, aber langsamer 
und schwicher und spiter durch die Produkte, die durch Einwirkung 
von konz. Salzsiiure auf Aceton entstanden sind, verhiillt. 


c) Ameisensiure und Kisenpulver. 


Wenn zu der violetten Lésung des Protoporphyrins in der Ameisen- 
siure Eisenpulver zugegeben wurde, konnte auBer einer Veriinderung 
der Farbe auch eine Veriinderung des Spektralbildes beobachtet werden: 
das Spektrum war verdunkelt und hatte einen Schatten auf etwa 510. 


d) Ameisenséiure und Hydrazinhydrat. 


Eine Lisung von Protoporphyrin in der Ameisensiure blieb nach 
Zusatz von Hydrazinhydrat liingere Zeit unverindert. 


D. Veranderung des komplexen Zinnsalzes des Protoporphyrins. 


Wie schon a. a. O.') mitgeteilt wurde, konnte an der alka- 
lischen und essigsauren Lésung des komplexen Zinnsalzes 


!) Diese Zs. Bd. 158, 8. 17 (1926). 
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beim Stehen an der Luft eine Veriinderung der Farbe und 
des Spektralbildes beobachtet werden. Die Loésung wurde all- 
mihlich violettblau bis griinblau und hatte 4 Streifen etwa 
] 650, II 615 (schwach), IIL 575, 1V 535, bzw. (sauer) 3 Streifen, 
etwa I 615, IL 575, II] 535. Kine aihnliche Veriinderung wurde 
durch verdiinntes Bromwasser erzielt. 


Das komplexe Zinnsalz wurde in n/10-Kalilauge gelést, die Lésung 
wurde in Kisessig eingefiithrt und dann wurde portionsweise verdinntes 
Bromwasser zugegeben, bis die Farbe der Lésung und des Nieder- 
schlages violettblau und zuletzt griinblau wurde. Der Niederschlag, der 
nach dem Verdiinnen mit Wasser sich vergré8ert hatte, wurde ab- 
filtriert, mit Wasser gewaschen, in verdiinnter Lauge gelést; die 
Lisung wurde mit Essigsiure angesiiuert, der Niederschlag wurde fil- 
triert, ausgewaschen, in der Ameisensiiure gelést und die Lésung wurde 
mit Wasser verdiinnt. Der Farbstoff fiel krystallinisch aus und wurde 
abfiltriert, mit Wasser gewaschen und getrocknet. Das Priparat war 
in Kisessig langsam, in der Ameisensiiure und in Alkalien leicht léslich. 
Die Liésung war griinblau; das Spektrum war bei alkalischer und 
saurer Liésung gleich und zeigte 3 Streifen etwa I 615 (stark), II 575, 
Ill 535. Die Farbe der Lésung und das Spektrum blieben dann lange 
Zeit stabil. 
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